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Introducción
Introducción
El exceso o deficiencia de ciertos metales en el suelo es uno de los factores más
limitantes de la producción agrícola mundial. Aproximadamente un 25% de los suelos
cultivables del mundo inducen algún tipo de estrés en las plantas por exceso o carencia
de ciertos metales. El efecto producido por el estrés es el producto de la interacción
entre la concentración del metal, su disponibilidad y el genotipo de la planta.
La evolución de las floras en diferentes suelos ha dado lugar al desarrollo de
ecotipos adaptados a las condiciones paniculares de cada lugar. La agricultura ha
contribuido a reducir el efecto de este proceso natural de adaptación debido al cultivo
tradicional en suelos con poca salinidad, pH moderado y donde el estrés abiótico es
mínimo. Además, la aplicación de prácticas agronómicas que modifican las características
ambientales, como el riego y la fertilización, ha contribuido a esta reducción en la presión
selectiva.
La necesidad de un aumento de la producción agrícola en zonas menos favorables
para compensar la demanda generada por el incremento de la población mundial es uno
de los mayores retos de la agricultura moderna. Una parte importante de la investigación
en este área se ha centrado en el estudio de la tolerancia al alumno.
El aluminio (A]) es el metal más abundante en la corteza terrestre, suponiendo
aproximadamente un 7% de su masa. La mayor parte de las especies vegetales son
altamente sensibles a pequeñas concentraciones de este metal, cuando se encuentra en
formas solubles en el suelo. La solubilización del aluminio se ve favorecida en medios
con reducido pH, siendo esta la causa por la cual el aluminio es el factor más limitante de
la producción en suelos ácidos, que comprenden un 40% de los terrenos cultivables en el
mundo (Foy, 1984; Foy, 1988; Haug, 1984).
En principio, este problema se localizaba fbndamentalmente en zonas tropicales y
subtropicales (Foy y col., 1978; Foy, 1984). Sin embargo, debido a situaciones tales
como el empleo de fertilizantes nitrogenados (Aniol y Hill, 1980) o la aparición de la
denominada lluvia ácida (Haug, 1984; Kennedy, 1986) se esta produciendo la
acidificación de áreas agrícolas que anteriormente no sufrían la fitotoxicidad del
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aluminio. Así, este proceso está afectando amplias zonas de América del Norte y de
Europa Occidental.
La única estrategia para mantener la producción en suelos ácidos consiste en la
aplicación de productos alcaliizantes, generalmente calcáreos. Este es un recurso
temporal y de elevado coste, constituyendo una solución poco eficaz, ya que la acción
neutralizante se produce aproximadamente en los primeros 25 cm del suelo y no afecta a
zonas más profundas, donde penetra gran parte del sistema radicular de muchos cultivos
(Guedes-Pinto, 1985).
Otra manera de atacar el problema es obtener variedades tolerantes mediante
mejora tradicional o por métodos biotecnológicos, siendo necesario en ambos casos un
mayor conocimiento de las bases genéticas que controlan la tolerancia al aluminio.
1 Toxicidad del Aluminio
La inhibición del crecimiento radicular es el síntoma inicial de la toxicidad por
aluminio (Taylor, 1988; Delhaize y Ryan, 1995). El empleo de soluciones nutritivas con
aluminio ha demostrado que este efecto es muy rápido, observándose a partir de la
primera hora de tratamiento (Wallace y Anderson, 1984; Ownby y Popham, 1990). Por
esta causa, es muy complicado separar las respuestas iniciales relacionadas con el
crecimiento de la raíz de aquellas que aparecen como resultado del daño producido a
estas. Para comprender los mecanismos de toxicidad del aluminio es necesario identificar
las especies de aluminio más tóxicas y sus “dianas” en la planta, ya que estas serán las
responsables de las respuestas iniciales.
1.1 Toxicjdad de las diferentes especies jónicas del aluminio
Una gran parte de la dificultad en el estudio de los procesos relacionados con
aluminio se debe a la complejidad de su química (Martin, 1988; Kinraide, 1991). El
aluminio se encuentra en el suelo en forma de diferentes especies iónicas en función del
pH. La disponibilidad de este elemento, y por lo tanto su fitotoxicidad, se produce
cuando se encuentra disuelto en la fase acuosa del medio. Cuando existen condiciones
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ácidas (pHc5) en el suelo, el aluminio se encuentra mayoritariamente en forma de la
especie soluble trivalente At [Al(H2O)63~],y a medida que aumenta el pH aparecen las
especies más catiónicas, AI(OH)24[A]OH(H
20)24] y A](OH)24[Al(OH)2(H2O)4~]. En
condiciones de pH neutro, por sucesivas desprotonaciones, se producen AI(OH)3, que es
insoluble, y finalmente en condiciones alcalinizantes AI(OH)¿, aluminato.
El aluminio, y principalmente el catión A]
34, puede formar complejos de bajo peso
molecular uniéndose a varios ligandos, como son los grupos fosfato, sulfato y
carboxilato. Por ello, A? forma complejos con ácidos orgánicos, fosfato inorgánico,
polifosfatos (como los nucleótidos) y sulfatos. Así, el aluminio se une a macromoléculas
como las proteínas, los ácidos nucleicos y los carbohidratos (MacDonald y Martin, 1988;
Martin, 1992).
Muchos cationes trivalentes son tóxicos para las plantas. Teniendo en cuenta que
la toxicidad del aluminio esta restringida a condiciones ácidas, se ha supuesto que es
la especie más fitotóxica. Además, se ha propuesto que la toxicidad del aluminio esta
más correlacionada con la suma de todas las especies hidroxi-AI y Al34 en lugar del Al34
únicamente (Blamey y col., 1983; Alva y col., 1986). Kinraide (1991) ha realizado una
revisión detallada sobre este tema.
Además del pH del suelo, que es el máximo responsable del efecto tóxico del
aluminio, existen otra serie de factores como son el contenido en materia orgánica, la
temperatura o los abonados del suelo que tienen una influencia en la solubilización del
aluminio, y por extensión en su fitotoxicidad (Santos, 1983).
1.2 Efecto del aluminio en la raíz
Recientemente se ha demostrado que el ápice de la raíz (cofia de la raíz,
meristemo y zona de elongación) es el lugar donde se producen los daños iniciales por
acción del aluminio. Ryan y col. (1993) observaron que únicamente los 2-3 mm finales
de las raíces de maíz deben ser expuestos al aluminio para que las plantas sufran daños
irreversibles. En cambio, si toda la raíz excepto el ápice es expuesto al aluminio el
crecimiento radicular es normal. En trabajos previos, se sugirió que la inhibición del
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crecimiento radicular podría ser una consecuencia de señales enviadas por la cofia
mediando hormonas y segundos mensajeros (Bennet y col., 1987; Bennet y Breen,
1991). Sin embargo, en el trabajo previamente citado de Ryan y col. (1993) se muestra
que los efectos del aluminio son iguales en raíces con y sin cofia.
Estos resultados muestran que las interacciones deben producirse a nivel del
meristemo radicular, siendo por lo tanto esta la zona de más interés en estudios futuros.
1.3 Mecanismos de toxicidad del aluminio
El aluminio puede interaccionar con muchas estructuras extra e intracelulares.
Para comprender las bases de los mecanismos de toxicidad del aluminio en la raíz es
necesario saber si el origen de los daños se produce en el apoplasma o en el simplasma.
El acceso del aluminio al apoplasma es muy rápido, y su interacción con las
paredes y membranas celulares debe necesariamente preceder cualquier transporte al
simplasma. Muchas de estas interacciones son potencialmente dañinas para la planta,
pudiendo interferir, por ejemplo, con proteínas de la pared, canales de transporte o
activando rutas de segundos mensajeros (Haug, 1984; Taylor, 1988; Bennet y Breen,
1991; Rengel, 1992 ; Haug y col., 1994).
El aluminio , y en especial la especie A9~, es prácticamente insoluble en las
bicapas lipídicas, así que la membrana celular debería constituir una barrera a la entrada
del aluminio. Pese a esto, se ha comprobado que hasta la mitad de la cantidad total de
aluminio presente en los ápices radiculares se encuentra en el simplasma (Tice y col.,
1992). Además, empleando espectrofotometría de masas se ha detectado la presencia de
aluminio en los simplasmas de raíces de soja tras solamente 30 mm. de tratamiento
(Lazof y col., 1994). Todos estos datos indican que la entrada del aluminio es
suficientemente rápida en los simplasmas celulares para ser el lugar inicial de los daños.
El transporte al interior celular parece producirse mediante endocitosis (Akeson y
Munns, 1990) o por la permeabilización de un canal de transporte de Mg2~ o de Fe3~
(Winlder y col., 1986).
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Así, se han descrito numerosos mecanismos de toxicidad del aluminio. Estos, por
su sitio de acción, podrían englobarse en dos grandes grupos: mecanismos de interacción
con procesos de transporte y mecanismos de interacción a nivel intracelular.
1.3.1 Interacción con procesos de transpone
Un considerable número de trabajos han tratado de encontrar las interacciones del
aluminio con las membranas celulares y los procesos de transporte. Estudios
electrofisiológicos han demostrado que los potenciales de membrana no sufren cambios
de importancia, e incluso las bombas de H4 y K funcionan con normalidad (Kinraide,
1988; Miyasaka y col., 1989). Por lo tanto, parece que los cambios que se producen
deben afectar a sistemas muy específicos de transporte de iones.
Los únicos canales de transporte que se ven inhibidos con la suficiente rapidez
para estar relacionados directamente con la entrada del aluminio son los de entrada de
Ca2+ y posiblemente los de Mg24 (Huang y col., 1992a,b; Ryan y col., 1992). En primer
lugar, se observó en trigo que la rápida inhibición de la toma de Ca24 estaba
correlacionada con la inhibición del crecimiento de la raíz, siendo además esta inhibición
del aluminio sobre el calcio totalmente reversible. Con estos resultados se planteaba la
posibilidad del bloqueo por parte del aluminio de los canales de entrada de Ca2 en la
membrana celular (Huang y col., 1992a). Con posterioridad, se ha podido caracterizar la
inhibición por aluminio de los canales de toma de Ca2+ en raíces de trigo (Huang y col.,
1994). Sin embargo, en estos estudios se ha comprobado que las diferencias entre
genotipos tolerantes y sensibles no residen en el bloqueo de este canal. Se ha sugerido
que, como veremos más adelante, el mecanismo de tolerancia se correspondería con la
excreción por la raíz de ácidos orgánicos que quelan el aluminio, no pudiendo de este
modo inactivar los canales de Ca24 (Huang y col., 1996).
Por el momento, no parece demasiado claro que la inhibición de los canales de
Ca24 sea la causa de la inhibición del crecimiento de la raíz. Existen trabajos en los que se
ha comprobado, a bajas concentraciones de aluminio (1,5 pM), que existe inhibición del
crecimiento radicular, sin bloqueo de los canales de Ca2~ (Ryan y col., 1994). Además, se
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ha comprobado que la aplicación de otros cationes (Mg2~ y Na) mejora el crecimiento
de la raíz, inhibiendo al mismo tiempo la entrada de Ca2~.
1.3.2 Interacción a nivel intracelular
Desde que se demostró que el aluminio puede entrar rápidamente en el simplasma
(Lazof y col., 1994) parecía más factible encontrar la causa primera de su toxicidad por
interacciones en el citoplasma.
Frecuentemente, se ha especulado con la posibilidad de que el aluminio
interaccione mediante unión con el DNA, interfiriendo en la replicación (Matsumoto y
col., 1976; Morimura y Matsumoto, 1978; MacDonald y Martin, 1988). Sin embargo,
esta interacción ha sido desestimada al demostrarse que el aluminio tiene una bajisima
capacidad de unión al ADN (Martin, 1992).
Posteriormente, la toxicidad del aluminio en el citosol fl~e desestimada debido a
que al pH neutro que existe en el interior celular la mayoría del aluminio estaría como
Al(OH)¿, especie que no es tóxica. Se estima que el A]3~ libre en el citoplasma esta en un
rango de concentraciones de picomolares a nanomolares (Martin, 1988). Estudios
recientes han demostrado que estas concentraciones pueden ser suficientes para producir
toxicidad como resultado de interacciones con sitios regulados por Mg2. y no tanto por
Ca2~ (Martin, 1988, 1992). La inhibición de procesos dependientes de Mg2~ y Ca2~ puede
alterar un elevado número de procesos celulares como son: reacciones enzimáticas de
transferencia de fosfato, interacciones con el citoesqueleto y procesos de transducción de
señal.
Por el momento, se han encontrado numerosas pruebas de la alteración de estos
procesos en células animales (MacDonald y col., 1987; MacDonald y Martin, 1988;
Martin, 1988, 1992; SM y Haug, 1992; Shi y col., 1993). En células vegetales existen
únicamente datos sobre la interacción entre el aluminio y una ruta que parece estar
estrechamente relacionada con el crecimiento de la raíz, como es la de transducción de
señal del inositol trifosfato (1P3). Jones y Kochian (1995) estudiaron la inhibición por
aluminio de varios de los enzimas relacionados con esta ruta, comprobando que
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únicamente la fosfolipasa C (PLC) era inhibida de manera significativa. Este trabajo es
hasta el momento el único que ofrece evidencias de la fitotoxicidad del aluminio en una
diana intracelular.
2 Tolerancia al aluminio
La gran variabilidad intraespecífica existente para la tolerancia al aluminio ha
servido tanto para desarrollar nuevos cultivares tolerantes al aluminio en diferentes
especies vegetales como para estudiar, a nivel fisiológico y bioquímico, este fenómeno.
La mayor parte de estos trabajos se han realizado en Triticíneas, y más concretamente en
trigo (revisión en Carver y Ownby, 1995). Hasta el momento, se han propuesto dos tipos
de mecanismos que explican la tolerancia al aluminio: 1) las plantas tolerantes poseen un
sistema de exclusión del aluminio de las raices y/o 2) disponen de un mecanismo de
detoxificación interna.
2.1 Exclusión del aluminio del ápice de las raíces
Varios estudios han aportado diferentes pruebas de que los genotipos tolerantes
de trigo excluyen el aluminio de los ápices de sus raíces. Rincón y Gonzales (1992)
observaron que los genotipos sensibles acumulan aproximadamente ocho veces más
aluminio en el ápice de la raíz que los tolerantes, mientras que estas diferencias no se
producen en tejidos maduros. Resultados parecidos se obtuvieron en líneas casi
isogénicas (NILs) que diferían únicamente en el locus de tolerancia Alt] (Delhaize y col.
1993a) y en otros cultivares con diferente comportamiento ante el aluminio (Tice y col.,
1992).
2.1.1 Exclusión por eflujo de ácidos orgánicos
La capacidad de los ácidos orgánicos para quelar el aluminio, produciendo
compuestos no tóxicos es bien conocida. Se ha especulado durante bastante tiempo con
la posibilidad de que las plantas tolerantes emplearan estos ácidos para detoxificar el
aluminio, bien internamente o en la rizosfera. El primer trabajo que evidenció este
mecanismo fue realizado en judías (Phaseolus vulgaris L.) por Miyasaka y col. (1991),
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observando que en la tolerancia al aluminio de esta especie tiene participación la
excreción de ácido cítrico. Posteriormente, Delhaize y col. (1993b) demostraron que la
tolerancia al aluminio conferida por el locus A/ti cosegregaba con la tasa de malato
excretado al medio desde el ápice de la raiz. Además, la adición de malato protege a las
plantas sensibles al aluminio de su toxicidad (Delhaize y col., 1993b; Basu y col., 1994b).
Finalmente, Ryan y col. (1995a) estudiaron la excreción de malato en una gran variedad
de cultivares de trigo, proponiendo que este debía ser un sistema generalizado de
tolerancia al aluminio en trigo.
Dado que se ha demostrado que no existen diferencias en la tasa de síntesis de
malato entre genotipos tolerantes y sensibles de trigo, las diferencias en eflujo deben
residir en la capacidad de transportar el malato a través de la membrana en respuesta al
aluminio. Por ello, el locus Alt] parece candidato para codificar una proteína de un canal
de membrana permeable a malato, o bien un componente de la ruta que regularía la
actividad de ese canal (Ryan y col. 1995b).
En maíz, se han encontrado genotipos tolerantes que excretan varias veces más
cítrico en respuesta al aluminio que los sensibles. El ácido cítrico forma un fuerte
complejo con A13, siendo más efectivo que el malato en la detoxificación del aluminio
(Pellet y col., 1995).
2.1.2 Exclusjón por eflujo de fosfatos
Recientemente, Pellet y col. (1996) han investigado la respuesta al aluminio en un
cultivar tolerante de trigo (Atlas 66), con control multigénico de la tolerancia, y una NIL
tolerante (ET3), portadora únicamente del gen Alt]. En Atlas se observó tres veces más
resistencia que en ET3, comprobando que en este cultivar, se produce, además de
excreción de malato, otra de fosfato inorgamco.
2.1.3 Otros mecanismos de exclusión
En la literatura se citan otra serie de posibles mecanismos de exclusión del
aluminio de las raices. Ejemplos de estos son: el incremento del pH de la rizosfera, el
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bajo intercambio catiónico de la pared celular o la existencia de canales de excreción de
aluminio en la membrana celular. Aunque las hipótesis de partida son bastante atractivas,
no existe, por ahora, ninguna evidencia clara que ratíflque alguna de ellas (Taylor, 1991).
2.2 Detoxificación interna
Como se dijo anteriormente, se ha postulado que el mecanismo genérico de
tolerancia al aluminio en trigo es la excreción de malato, el cual, no parece necesitar de la
inducción de síntesis de proteínas. En cualquier caso, estos datos no excluyen la
posibilidad de la existencia de otros mecanismos de tolerancia que requieran esta síntesis
inducida por aluminio.
Hasta el momento se han realizado varios trabajos donde se observa la inducción
por aluminio de proteínas en los ápices de la raiz de trigo, pero aún no existen claras
evidencias de que alguno de esos genes este ligado a la tolerancia al aluminio, siendo la
mayoría de ellos inducidos tanto en plantas tolerantes como sensibles. Cruz-Ortega y
Ownby (1993) encontraron una proteína de 18 kD inducible por aluminio que mostraba
homología con proteínas relacionadas con patogénesis. Esta proteína es inducible por
varios tipos de estres distintos del aluminio y en el mismo grado en genotipos tolerantes
y sensibles. Basu y col. (1994a) identificaron dos proteínas de 5 lkD, inducidas a partir
de las 24 horas de exposición al aluminio, en la fracción microsomal de ápices de raíz de
trigo. Estas proteínas se observaban solo en el cultivar tolerante pero no en el sensible.
Debido a que la respuesta a la presencia de aluminio se manifiesta en pocas horas sería
necesario demostrar la rápida inducción de estas proteínas para probar su participación
directa en la tolerancia.
Finalmente, comparando patrones de expresión de proteínas de la fracción
microsomal en líneas tolerantes y sensibles de trigo se observa que todos los cambios
diferenciales en la expresión estan asociados a las líneas sensibles al aluminio, sugiriendo
que la tolerancia al aluminio en trigo debe consistir en la expresión constitutiva de ciertos
genes (Somers y Gustafson, 1995).
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En el campo de la biología molecular se han realizado aún muy pocos trabajos. Se
han donado siete c-DNAs (walil-7) que proceden de los correspondientes mENAs
inducibles por aluminio en raíces de plantas sensibles (Snowden y Gardner, 1993;
Richards y col., 1994). La deducción de las secuencias de las proteínas codificadas por
estos genes indican la existencia de homologias con diversas proteínas y familias de
proteínas relacionadas con estrés, como son: “metalotionin-like”, fenilalanina amonio
liasa, inhibidores de proteínas y aspartato sintetasa. Todos estos genes presentan un
grado de inducción proporcional al grado de estrés al que han sido sometidas las plantas,
pero salvo el caso de wal¡2, no existen diferencias entre los genotipos tolerantes y
sensibles.
3 Genética de la tolerancia al aluminio
La tolerancia al aluminio ha sido investigada en la mayoría de las especies
cultivadas, habiendose encontrado una gran variabilidad (revisión en Duke, 1982).
Dentro de los cereales, el centeno y la avena son las especies más tolerantes al aluminio,
mientras que el trigo y la cebada se han descrito como poco tolerantes. Los triticales
presentan, por lo general una tolerancia intermedia entre las de sus progenitores e incluso
más proxima al trigo. Además de la variación descrita entre especies, existe una gran
variabilidad intraespecífica para el grado de tolerancia entre cultivares (revisión en Aniol
y Gustafson, 1990).
A pesar de la abundancia de información sobre variabilidad en la respuesta al
estrés por aluminio en especies vegetales, la información sobre sistemas genéticos que
controlen estas respuestas es muy limitada y fragmentaria. La mayoría de los datos
disponibles versan sobre trigo. Por ello, en primer lugar presentaremos estos datos, para
posteriormente resumir los avances obtenidos en otras especies vegetales.
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3.1 Genética de la tolerancia al aluminio en trigo
3.1.1 Control genético en trigo
En referencia al control genético de la tolerancia al aluminio en trigo la
información es bastante fragmentaria. Lafever y Campbell (1978) analizaron la herencia
de la tolerancia al aluminio empleando diferentes cruzamientos Fi, F2 y
retrocruzamientos entre dos variedades tolerantes y dos sensibles, teniendo todas
diferentes procedencias. En este trabajo eran capaces de seleccionar plantas sensibles en
la F2, mientras que la selección de plantas tolerantes medias era menos eficiente. Estos
resultados demostraban que si bien en la herencia de la tolerancia al aluminio debía existir
un gen de efecto fuerte no podía descartarse la existencia de otros con efecto menor.
Posteriormente, Campbell y Lafever (1981) estudiaron 48 poblaciones Fi procedentes de
16 parentales diferentes de trigo, concluyendo que la variabilidad genética observada
entre los cruzamientos tiene una gran proporción de componentes aditivos y altamente
heredables. Otro trabajo realizado por Aniol (1984) apoya el control multigénico de la
tolerancia al aluminio, pues en cruzamientos entre variedades tolerantes brasileñas y
variedades sensibles polacas de trigo observa diferentes grados de tolerancia.
Existen otra serie de trabajos donde se describe el control del carácter por un gen
dominante en diferentes cultivares (Kerridge y Kronstad, 1986; Fisher y Scott, 1987;
Larkin, 1987). Apoyando estos resultados estan las segregaciones 3:1 (tolerante:sensible)
observadas en diversos descendencias F2 en trigo (Delhaize y col., 1993a; Sommers y
Gustafson, 1995).
Recientemente, ha sido posible identificar en el cultivar de trigo brasileño BH
1146 un gen responsable de la tolerancia al aluminio, denominado A/tEN (Riede y
Anderson, 1996). Este gen ha sido ligado a un marcador RIFLP situado en el brazo 4DL
a una distancia de 1,1 cM.
3.1.2 Localización cromosómica de genes de tolerancia al aluminio en trigo
Slootmaker (1974) analizó el grado de tolerancia al aluminio de los diferentes
genomios del trigo hexaploide estudiando distintas variedades, con diferente nivel de
12
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ploidía. En los trigos diploides y hexaploides encontró variabilidad, mientras que los
trigos tetraploides eran uniformemente sensibles. Con estos resultados se concluía la
existencia de factores de tolerancia en los genomios A y D y no en el B, donde podrían
existir genes supresores de los de expresión de la tolerancia al aluminio.
Gracias a la existencia de las series aneuploides de trigo hexaploide se han
realizado varios intentos de asignar los genes de tolerancia en trigo a cromosomas
concretos. Polle y col. (1978) localizaron un gen de tolerancia al aluminio en el
cromosoma 4D del cultivar “Chinese Spring”. Posteriormente, empleando las líneas
ditelosómicas y nulitetrasómicas se han localizado genes mayores de tolerancia al
aluminio en los cromosomas 2DL, 4DL y SAS (Takagi y col., 1983) y una serie de genes
menores en los cromosomas 6AL, 7AS, 3DL, 4AL y 2V (Aniol y Gustafson, 1984).
También se han localizado factores genéticos en SAS que controlan la expresión de los
genes situados en 2DL y 4DL y otros factores en 6BS con efecto supresor de la
tolerancia al aluminio (Aniol, 1990).
A la luz de todos estos datos se deduce que la tolerancia al aluminio en trigo es
un fenómeno de extrema complejidad. Por el momento, solo parece posible afirmar que
existe un control multigénico con varios genes mayores y una serie de genes menores,
que probablemente son capaces de modular el efecto de los anteriores.
3.2 Genética de la tolerancia al aluminio en otras especies vegetales
Mediante la realización de cruzamientos entre variedades tolerantes y sensibles se
han tratado de identificar genes de tolerancia en diversas especies. En cebada se
determinó la existencia de un único gen dominante localizado en el cromosoma 4H
(Reid, 1970; Stolen y Anderson, 1978). En maiz, se identificó la existencia de un gen
multialélico (Rhue y col., 1978), mientras que en sorgo se observó la presencia de una
serie de genes, al menos tres, con efecto aditivo (Bastos, 1982; Boye-Gone y Marcarian,
1985). En Pha/aris aquatica se postuló una hipótesis con la acción de dos loci,
requiriendo al menos un alelo dominante por locus para expresar la tolerancia (Culvenor
y col., 1986).
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En otras especies, como cebolla (Horst, 1985), alfalfa (Bauton y col., 1986) y
algodón (Kennedy y Smith, 1986) se ha descrito la existencia de un control genético para
la tolerancia al aluminio, pero sin poder identificar el número de genes implicados.
Mediante experimentos de mutagénesis en Arabidopsis tha/iana, han sido
identificados ocho mutantes sensibles al aluminio (a/sl-a/s8) constituyendo ocho
diferentes grupos de complementación. Todas las mutaciones se han comportado como
recesivas, a excepción de a/sS que presenta semidominancia. Dos de los mutantes, a/sl y
a/s4, han podido ser localizados en el cromosoma 5 y ligados a dos microsatélites a 8-
9cM y 2-3cM, respectivamente (Larsen y col., 1996).
3.3 Genética de la tolerancia al aluminio en Centeno
El centeno (Seca/e cereale L. 2n=14) pertenece a la tribu Triticeae, dentro de la
cual se encuentra la subtribu Triticinae, donde se incluyen, además de Seca/e, los
géneros Trit¡cum y AegÍ/ops. El género Seca/e cuenta con un gran número de especies y
subespecies, siendo Seca/e cerea/e la única cultivada.
Este cereal presenta una serie de características muy favorables para su cultivo en
suelos marginales (tolerancia a suelos ácidos, a la salinidad, al frio, etc. y diversas
resistencias). Esta es la razón por la cual, pese a tener un valor nutricional más bajo que
otros cereales, es cultivado en amplias zonas del centro y norte de Europa. Además, al
tratarse de una especie afin al trigo, se emplea para introducir en trigo alguna de estas
características de interés agronómico, utilizando como puente los triticales.
El centeno es, como dijimos previamente, una especie altamente tolerante a
elevadas concentraciones de aluminio (Aniol y col., 1980; Aniol y Madej, 1996; Pinto-
Carnide y Quedes-Pinto, 1996). No obstante, solamente existen datos de localización
cromosómica, sin haber identificado en cruzamientos la presencia de genes de tolerancia
al aluminio. En el trabajo anteriormente citado de Aniol y Gustafson (1984) se emplean
las líneas de adición trigo “Chinese Spring” - centeno “Imperial” localizando los
principales genes de tolerancia al aluminio en 3R, 6RS y 4R. Además, mediante el estudio
de estas líneas y de diferentes triticales observan que la expresión de los genes de
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tolerancia al aluminio de centeno es reducida por la acción de genes de trigo.
Posteriormente, empleando las líneas de sustitución trigo “Holdfast” - centeno “KingII”
observan que dependiendo del cromosoma de trigo sustituido esta inhibición es mayor o
menor (Aniol 1986). Así, la sustitución del cromosoma 6R es más efectiva cuando es por
6D, algo menos por 64 y cuando es por 6B no existe tolerancia. De estos resultados se
desprende que la posible introducción de genes de tolerancia al aluminio, procedentes de
centeno, en trigo no será siempre un proceso simple.
La mejora de los trigos y triticales requiere el conocimiento previo del control
genético de la tolerancia al aluminio en el trigo y en el centeno y la localización de los
genes responsables de los mecanismos de la tolerancia en estas especies, así como su
expresión en los híbridos. Por el momento, son muy escasos los datos sobre el control
genético de la tolerancia al aluminio en centeno (Aniol y Madej, 1996), y no ha sido
posible identificar ningún marcador genético ligado a un gen de tolerancia al aluminio en
esta especie.
4 Marcadores genéticos
La obtención de marcadores genéticos estrechamente ligados a los genes de
interés constituye una herramienta que apoya y agiliza considerablemente los procesos de
mejora. Además, estos marcadores pueden permitir, a más largo plazo, el aislamiento del
gen o genes implicados en estas respuestas, facilitando el conocimiento del mecanismo
de acción y su posible introducción en otros cultivares y especies relacionadas, mediante
transformación.
Los marcadores genéticos pueden clasificarse en tres grupos: morfológicos,
cromosómicos y moleculares. En el grupo de los marcadores moleculares se podría
establecer una subdivisión en marcadores proteínicos y de ADN. En este trabajo se han
empleado marcadores moleculares.
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4.1 Marcadores morfológicos
Los primeros marcadores genéticos empleados en plantas fUeron diversos
caracteres morfológicos tales como coloración, talla, morfología foliar, etc. Este tipo de
marcadores presentan una serie de desventajas que reducen su utilidad. Por lo general
son caracteres determinados por varios loci, es necesario el desarrollo de la planta hasta
la madurez, su expresión puede estar influenciada por el ambiente y presentan
frecuentemente modificaciones epistáticas. Pese a esto, un importante número de
marcadores de este grupo, que presentan control monogénico y son de fácil clasificación,
son empleados habitualmente.
4.2 Marcadores cromosónilcos
Dentro de este grupo se encuentran, además de diferentes tipos de bandeos
cromosómicos, mutaciones tales como las translocaciones o las inversiones, que originan
alteraciones en los grupos de ligamiento. Si bien su empleo no esta muy extendido son
fundamentales en la construcción de mapas fisicos. En la actualidad se está produciendo
un auge en la utilización de marcadores cromosómicos debido al desarrollo de técnicas
de hibridación “in situ” (FISH) (Cuadrado y Jouve, 1994; Nenno y col., 1994; Jiang y
col., 1995).
4.3 Marcadores moleculares
4.3.1 Isoenzimas y proteínas de reserva
El desarrollo de las técnicas electroforéticas ha permitido el análisis de la
variabilidad genética existente a nivel de proteínas. Diferentes variantes alélicas de un
mismo gen pueden presentar distinta carga neta debido a modificaciones en la estructura
primaria de las proteínas. Las más empleadas son las isoenzimas, que son distintas
formas moleculares de la misma enzima que muestran idéntica o similar especificidad de
sustrato (Market y Moller, 1959).
El uso de este tipo de marcadores presenta una serie de ventajas, como son:
e Se estudia de manera directa el producto gemco.
16
Introducción
• Estan poco o nada influenciados por el ambiente.
• Muestran en la mayor parte de los casos codominancia. A cada fenotipo le
corresponde un genotipo determinado.
• No suelen presentar modificaciones de tipo epistático.
• Se posibilita el análisis de un elevado número de individuos en un tiempo
relativamente corto y de manera no destructiva.
Sin embargo estos marcadores conllevan también varios inconvenientes:
• Solo un tercio de todos los cambios aminoacídicos son detectables mediante
electroforesis (Lewontin, 1974).
• Pueden existir modificaciones postraduccionales que provoquen cambios en la
movilidad electroforética.
• El número de marcadores proteínicos es bastante limitado, ya que solo se
analizan genes con información para proteinas solubles.
4.3.2 Marcadores de ADN
El desarrollo de técnicas para la manipulación de ftagmentos específicos de ADN ha
permitido el descubrimiento de un gran número de marcadores basados en los polimorfismos
para secuencias o fragmentos de ADN. Este tipo de estudios tiene la ventaja de analizar
directamente el material hereditario y no su manifestación fenotípica. Entre estos marcadores
se encuentran los RFLPs, los basados en PCR y los AFLPs.
a) RFLPs
Este fue el primer tipo de marcadores de ADN desarrollado. Los RFLPs se basan
en el empleo de endonucleasas de restricción para digerir el ADN. La variación se
detecta en función del cambio de tamaño de los fragmentos de ADN digeridos que
hibridan con una sonda. Estos cambios se deben a alteraciones en las dianas que
reconocen las endonucleasas o a inserciones y deleciones que afectan a la zona de
reconocimiento de la sonda (Botstein y col. 1980). El ADN digerido puede ser genómico
o mitocondrial.
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Presentan las mismas ventajas que los marcadores proteínicos. Además, el hecho
de que el número de sondas utilizables sea practicamente ilimitado y que estos
marcadores sean, por lo general, de caracter codominante, han sido características
responsables del extendido uso de los RFLPs en estudios genéticos.
Por otra parte, esta tecnología supone un proceso largo y costoso, siendo además
necesario, en la mayor parte de los casos, el empleo de radiactividad. Además, la mayoría
de las sondas se obtienen a partir de cDNAs, abarcando una porcion limitada del
genoma, sobre todo en especies con un elevado porcentaje de ADN repetido.
b) Marcadores basados en la PCR
La técnica de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (Mullis y col., 1986)
supone la amplificación enzimática del número de copias de un segmento de ADN
situado entre dos oligonucleotidos que actúan como cebadores. Es un proceso simple en
el que el ADN se desnaturaliza y se une a un par de oligonucleótidos específicos que
suministran extremos 3’-OH a una polimerasa de ADN termoestable capaz de replicar el
segmento de ADN comprendido entre las secuencias diana de los cebadores. El principal
inconvemente de esta técnica es que requiere el conocimiento previo de la secuencia a
amplificar. Para solventar este problema se desarrollaron una serie de variantes de la
técnica, como son: RAPDs (Random Amplifled Polymorphic DNA) (Williams y col.,
1990), AP-PCR (Arbitrary Primed-PCR) (Welsh y M’~Clelland, 1990) y DAF (DNA
Amplification Fingerprinting) (Caetano-Anollés, 1993). Todas ellas se basan en el
empleo de cebadores de secuencia al azar y la principal diferencia reside en la forma de
visualización de los productos amplificados. Una revisión comparativa de los tres
métodos la realiza Caetano-Anollés (1994).
Con posterioridad se han desarrollado otro tipo de marcadores basados en la
detección de microsatélites (Tautz, 1989, Weber y May, 1989). Los microsatélites, o
secuencias cortas repetidas en tandem un número variable de veces (VNTRs), son muy
abundantes y se encuentran dispersos por el genoma. En este caso, se detecta la
variación en el número de repeticiones del tandem mediante amplificación, empleando
cebadores complementarios a las regiones flanqueantes al microsatélite.
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• RAPIPs
El uso de RAPDs supone la utilización para la reacción de amplificación de
oligonucleótidos decámeros de secuencia arbitraria que permiten amplificar distintas
regiones del genoma. El polimorfismo encontrado puede producirse por la existencia de
inserciones o deleciones dentro del segmento amplificado, aunque en general es
consecuencia de mutaciones puntuales que afectan a nucleótidos de las secuencias diana
del cebador (Vierling y Nguyen, 1992).
Estos marcadores presentan una serie de ventajas que los han convertido en uno
de los más empleados en la actualidad:
• El método es sencillo, rápido y con costes inferiores a los de los RFLPs.
• No requiere el empleo de radiactividad.
• Se emplean cantidades mínimas de ADN molde.
• El número de marcadores puede ser practicamente ilimitado.
Sin embargo, los RAPDs presentan también una serie de inconvenientes, que en
algunos casos son comunes a todos los marcadores basados en laPCR:
• En la mayor parte de los casos muestran una herencia de tipo dominante.
• Pueden aparecer fragmentos de ADN, de igual tamaño, amplificados de
diferentes individuos, que tengan diferentes secuencias.
• Pueden presentarse problemas de contaminación.
• Se ha comprobado que pueden producirse diferencias en los perfiles de
amplificación debidas a diversos factores, como son: las concentraciones de
los diversos componentes de la mezcla de reacción, la DNA polimerasa
empleada o el tipo de termociclador (Devos y Gale, 1992, Yu y Pauls, 1992).
Esta es la razón por la cual el protocolo empleado debe seguirse de manera
muy estricta.
Pese a estos problemas, el gran número de trabajos en los que se han utilizado
estos marcadores, demuestran la utilidad de esta metodología (Revisión en Smith y
Williams, 1994).
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Con posterioridad, se ha desarrollado la técnica de los SCAR (Sequence
Characterized Ainplifled Regions) (Paran y Michelmore, 1992), también llamados STS
(Sequence Tagged Sites) (Olson y col., 1989). Consiste en la secuenciación de los
segmentos de ADN de interés amplificados mediante RAPDs y el diseño de
oligonucleótidos de mayor tamaño (20-25 pb) para realizar amplificaciones específicas de
estos fragmentos. De este modo los RAPDs pueden ser transformados en codominantes
mediante digestión con enzimas de restricción. Además, la amplificación específica de
estos fragmentos aumenta su repetibilidad, y por consiguiente su fiabilidad.
c) AFLPs
Los AFLPs (Amplification Fragment Length Polymorphism) es una metodología
de reciente aparición (Zabeau y Vos, 1994; Vos y col., 1995), que combina
características de los RFLPs y de los marcadores basados en la PCR. Para la
identificación de polimorfismo de fragmentos de restricción emplea la amplificación de
fragmentos previamente digeridos. El procedimiento empleado se puede dividir en tres
pasos:
1. Restricción y ligamiento: el ADN genómico es digerido con dos enzimas de
restricción. Los fragmentos digeridos son ligados a unos adaptadores de doble
hebra, específicos de las secuencias que han quedado en los extremos por la
restricción.
2. Amplificación preselectiva: las secuencias de los adaptadores sirven de sitios de
unión para esta amplificación. Cada uno de los dos cebadores empleados tiene un
nucleótido selectivo en 3’-OH que reconocerá solamente la parte de los
fragmentos digeridos que tengan este nucleótido. De esta forma se reduce la
complejidad de la mezcla de fragmentos para obtener así un número razonable
que pueda ser posteriormente resuelto mediante electroforesis.
3. Amplificación selectiva: La complejidad de la mezcla de PCR es nuevamente
reducida y los fragmentos son marcados mediante la realización de una segunda
amplificación con cebadores selectivos marcados con radiactividad o
fluorescencía. Estos cebadores tienen tres nucleótidos selectivos en 3’-OH. El
primero es el mismo que se empleó en la primera amplificación, y los dos
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restantes pueden ser alguna de las 16 combinaciones posibles de los cuatro
nucleótidos.
Finalmente, los productos son resueltos mediante electroforesis en geles de
secuenciación.
Su mayor ventaja reside en la posibilidad de analizar cientos de fragmentos de
ADN al mismo tiempo. Por contra, esta técnica es más laboriosa que los RAPDs,
requiriendo además un importante desembolso económico.
4.4 Empleo de marcadores moleculares en mejora vegetal
Como dijimos previamente, los marcadores moleculares son piezas clave en el
desarrollo de los mapas genéticos, de gran utilidad en programas de mejora vegetal. En
la actualidad, existen mapas bien desarrollados en diferentes especies vegetales, como
son: Alfalfa (Echt y col., 1993; Kiss y col., 1993), Arabídopsis tha/iana (Reiter y col.,
1992; Hauge y col., 1993), arroz (Causse y col., 1994), avena (O’Donoughue y col.,
1992), Brassica o/eraceae (Slocum y col., 1990), cebada (Heun y col., 1991; Graner y
col., 1991; Kleinhofs y col., 1993), centeno (Devos y col., 1993a; Phillipp y col., 1994),
lechuga (Kesseli y col., 1994), maíz (Beavis y Grant, 1991), sorgo (Pereira y col., 1994;
Ragab y col., 1994), tomate (Tanksley y col., 1992) y trigo (Chao y col., 1989; Liu y
Tsunewaki, 1991; Devos y col., 1992, l993a, 1993b; Chen y col., 1994).
La aparición de los marcadores de AUN ha posibilitado la construcción de mapas
saturados. Así, se han conseguido mapas de estas características en especies de
importancia económica como tomate y patata (Bernatzky y Tanksley, 1986; Tanksley y
col., 1992) o arroz (Causse y col., 1994). Su utilidad principal reside en la obtención de
marcadores genéticos, estrechamente ligados a genes de interés agronómico, que
permitan la realización de programas de mejora asistidos por estos marcadores.
Se han desarrollado diferentes procedimientos para saturar de marcadores
específicamente las regiones del genoma de interés. De este modo se reduce
notoriamente el tiempo y el dinero invertidos en estos trabajos al no tener que construir
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mapas genéticos completos. La obtención de líneas casi isogénicas (NILs), que
solamente difieren en la zona de interés es un procedimiento con el que se han localizado
genes como Tm-2a, de resistencia a virus en tomate (Young y Tanksley, 1989), un gen
de aroma en arroz (Ahn y col., 1992) o el gen de la resistencia a la roya de la hoja (LT9)
en trigo (Schachermayr y col., 1994). Esta estrategia requiere la realización de
cruzamientos entre individuos con diferente genotipo para el caracter en estudio y de una
serie de retrocruzamientos por uno de los parentales.
Una segunda aproximación consiste en la simulación de bloques de genotipos de
forma análoga a las NILs. Arnheim y col. (1985) describieron el empleo de bloques de
muestras de genotipos para identificar polimorfismos que estaban en desequilibrio de
ligamiento. En este caso, el análisis se realiza empleando dos mezclas de muestras
derivadas de una población segregante para el locus de interés, que se origina a partir de
un único cruzamiento. Cada mezcla contiene individuos con idéntico genotipo para el
locus estudiado pero genotipo al azar para el resto de regiones del genoma. Así, las dos
mezclas diferirán genéticamente solo en la región seleccionada. En la figura 1 se muestra
un ejemplo, en el análisis de una descendencia F2 procedente del cruzamiento de dos
individuos que difieren en un carácter dominante o uno codominante. Los bloques se
obtienen a partir de la mezcla de varios individuos de la F2 con idéntico fenotipo. En
ambos casos se muestran cuatro fragmentos de RAPDs amplificados en dos parentales y
en sus descendencias Fi y F2. El locus a, que no esta ligado al gen de tolerancia, y el
locus d, que no segrega, aparecen en los dos bloques. Los fragmentos amplificados en
los loci b y c estan ligados al locus de interés. En el caso de los bloques realizados a
partir del carácter dominante, el locus b no aparece como diferencial entre los bloques
por encontrarse ligado en repulsión respecto del carácter.
Empleando este análisis de bloques segregantes (BSA) se han podido identificar
rápidamente marcadores ligados a genes como el de la resistencia al downy mildew
(Dm5/8) en lechuga (Michelmore y col., 1991) o a un gen que determina la maduración
del fruto en tomate (Giovannoni y col., 1991).
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Figura 1.- Esquemade la base genética del análisis de bloques segregantes (BSA) en F2 de un
carácterA) dominante y B) codominante.
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Uno de los campos que estan mostrando un mayor desarrollo gracias a la
obtención de estos mapas o regiones saturadas de marcadores es el estudio de loci de
caracteres cuantitativos (QTLs). Así, se han podido conseguir marcadores estrechamente
ligados a diversos QTLs como por ejemplo los que determinan características forrajeras
del maiz (Melchinguer y col., 1993), del arroz (Abn y col., 1993) o relacionados con la
resistencia a hongos, la altura de la planta o la fecha de espigado (Backes y col., 1995).
La finalidad última de la obtención de estos marcadores moleculares sería el
aislamiento del gen o genes de interés. En el caso de especies como el centeno con un
elevado porcentaje de secuencias repetidas (Flavelí y col., 1974; Flaveil, 1982) esta meta
no es sencilla, ya que pequeñas distancias genéticas suelen suponer grandes distancias
fisicas. Hasta el momento, basandose en marcadores estrechamente ligados, se han
conseguido donar genes en especies con genomas más pequeños, como es un gen
implicado en el metabolismo de ácidos grasos en Arabidops¡s thaliana (Arondel y col.,
1992) y un gen de resistencia a Fseudomonas syr¡ngae en tomate (Martin y col., 1993).
4.5 Localización cromosómica y mapas en centeno
Los trabajos de localización cromosóniica en centeno han sido realizados empleando
lineas disómicas de adición trigo-centeno, líneas ditelocéntricas de adición trigo-centeno,
líneas de sustitución trigo-centeno, translocaciones o análisis de ligamiento con loci
previamente localizados. Este tipo de análisis también puede ser llevado a cabo en lineas de
adición centeno-trigo, lineas trisómicas y telotrisómicas o a través de análisis de ligamiento
con bandas C o hibridación “in situ”.
En centeno han sido localizados marcadores genéticos en todos los cromosomas del
complemento haploide. A pesar de ser bastante amplio el número de marcadores localizados,
el número de mapas genéticos realizados es aún escaso (Revisión de MeIz y col, 1992; Liu y
col. 1992; A]onso-Blanco y col. 1993a, 1993b, 1994; Devos y col. 1993a,b; Philip y col.,
1994; Van Deynze y col., 1995; Wanous y Gustafson, 1995).
Hasta el momento, son escasos los trabajos en centeno en los que haya sido empleada
la PCR (Rogowsky y col., 1992; Koebner, 1995; Lee y col., 1996) y en concreto la
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amplificación mediante RAPDs, para la construcción de mapas (Iqbal y Rayburn, 1995;
Loarce y col., 1996). Esta técnica, debido a su capacidad de producir un número ilimitado de
marcadores de modo rápido, debe convertirse en una herramienta eficaz para la generación de
mapas genéticos saturados en centeno y otras especies vegetales con elevado contenido en
ADN.
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Objetivos
Considerado el interés del centeno como especie donadora de tolerancia al aluminio a
trigos y triticales, el presente trabajo pretende profundizar en el conocimiento de la genética
de este proceso en dicha especie.
Son objetivos de esta tesis:
1. El estudio de la tolerancia al aluminio en diferentes poblaciones de centeno.
2. La investigación del control genético de la tolerancia al aluminio en centeno.
3. La obtención de marcadores moleculares ligados a genes de tolerancia al aluminio en
centeno.
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Material y Métodos
1 Material Vegetal
El material vegetal empleado en la realización de este trabajo ha sido el siguiente:
• Los análisis de tolerancia al aluminio se realizaron en plantas de dos cultivares de centeno:
Ailés (A) y JNK (J) y de dos lineas consanguíneas: Pool (P) y Riodeva (R), con más de 30
generaciones de autofecundación.
• En la investigación del control genético de la tolerancia al aluminio se emplearon cinco
generaciones Fi (ARí, AR2, AR3, AR4 y AR6) obtenidas a partir de cruzamientos entre
las cinco plantas de Ailés (711 en meiosis) más tolerantes al aluminio con plantas de
Riodeva. Además, se analizaron cinco retrocruzamientos de plantas de estas Fi por la
linea Riodeva (AR1 .5xR, ARt .7xR, AR1 .1 lxR, AR2.6X1R y AR4.6xR) y seis
descendencias F2 procedentes de la autofecundación de otras tantas plantas de las Fi
(AR1.13®, AR1.15®, AR2.14®, AR3.14®, AR4.180 y AR6.17®). En la figura 2 se
muestra un esquema de estos cruzamientos.
Al XR A2XR A3XR A4XR A6XRté + 44 +
ARí (100) AR2 (89) AR3 (51) AR4 (61) AR6 (42
)
AR1-5 AR1-7 ARí-Il AR1-13 AR1-lS AR2-6 AR2-14 AR3-14 AR4-18 AR6-17
x
44 té 44 4 4 4 4
(35) (84) (135) (115) (108) (81) (129) (116) (118) (97)
Figura 2.- Esquema de los cruzamientos realizados en este trabajo.
• Para la construcción de mapas de ligamiento se emplearon dos de las descendencias F2
anteriormente citadas (AR1.13® y AR6.17®).
• En los trabajos de asignación cromosómica de los marcadores moleculares se utilizó el
siguiente material:
• Triticum aestivum L., cv. “Chinese spring” (CS) 2n=42.
• Seca/e cerea/e L., cv. “Imperial’ (1) 2n=14.
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• Las siete líneas disómicas de adición de Triticum aestivum L., cv. “Chinese
spring” y Seca/e cerea/e L., cv. “Imperial”:JR, 2R, 3R, 4R, SR, 6R y 7R
• Las lineas ditelocéntricas de adición de TrttÍcum aestívum L., cv. “Chinese
spring” y Seca/e cerea/e L., cv. ‘Imperial”: lBS, JRL, 21ff, 3RS, 4RL, SRL,
6RL, 7RSy 7RL.
• El anfiploide de TrÍt¡cum aestívum L., cv. “Chinese spring” y Seca/e cerea/e L.,
Cv. “Jmperial” (CS-I) 2n56.
Este material fue cedido por el Doctor Lukaszewski (Universidad de California).
2 Test de tolerancia al aluminio
En los ensayos de tolerancia al aluminio se empleó un método de pulso de aluminio
(Aniol, 1981). El procedimiento fue el siguiente:
Las semillas eran esterilizadas con HgCI2 al 0,1% durante diez minutos. Una vez
lavadas abundantemente con agua, las semillas eran puestas a germinar toda la noche sobre
papel de filtro. Los granos que habían germinado se sembraban al día siguiente en una malla
de polietileno con flotadores. Estos bloques se situaban en la superficie de una solución de
nutrientes vigorosamente aireada, a 25
0C y con luz incandescente continua a 12W/m2. La
composición de la solución de nutrientes era: CaCI
2 0,4 mM, KNO3 0,65 mM, MgC126H2O
0,25mM, (NFL)2504 0,01 mM y NH4NO3 0,O4mM. Esta solución, debía mantenerse a pH
4,0+0 1 sustituyéndola dos veces al dia. A los cuatro dias, las plantulas se cambiaban a la
misma solución con aluminio [AIK(504»J, a distintas concentraciones. Despues de 24h en
este medio las raices de las plántulas eran abundantemente lavadas con agua durante 3
minutos y posteriormente teñidas con Eriocromo de cianina R al 0,1% (p/v) durante 10.
minutos. De esta forma, se teñían los ápices de las raices. Las plantulas se transferían a la
solución sin aluminio para su recuperación durante 48h. Finalmente, se procedía a medir el
crecimiento adicional de la raiz desde el punto en que se tiñó con anterioridad.
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3 Electroforesis de isoenzimas
Para la resolución de los sistemas isoenzimáticos empleados en este trabajo se utilizó
la técnica de electroforesis horizontal en geles de almidón al 12% (p/v). El sistema de
tampones era discontinuo y se aplicaba un voltaje constante. Las electroforesis se llevaron a
cabo en dos sistemas de tampones diferentes: Poulik e histidina.
En el sistema Poulik, el tampón de los electrodos tite Bórico-NaOH (0,3M, pH 8,6) y
el del gel tite Tris-cítrico (0,01SM pH 7,75). Las condiciones de electroforesis fueron 250V
durante 3 horas a 40C. En dicho sistema se tiñeron los isoenzimas de Esterasas (EST),
Fosfoglucomutasa (PON» y Olutamato oxalacetato transaminasa ((lOT)
En el sistema Histidína el tampón de los electrodos fije Tris-cítrico (0,043 M, pH 7,0)
y el tampón del gel tite Histidína-CIH (0,006M, pH 7,0). Las condiciones de electroforesis
fueron 150V durante cinco horas a 40C. Las isoenzimas resueltas en este sistema frieron:
Leucin aminopeptidasa (LAP), Malato deshidrogenasa (MDII), Aconitasa (ACO) y NADH-
deshidrogenasa (NDH).
Los geles de almidón eran de 1cm de espesor, cortandose en lonchas de 2mm. De
esta manera se podía realizar la tinción en cada loncha para un isoenzima diferente.
Estos siete sistemas ¡soenzimaticos fueron seleccionados por presentar loci
previamente localizados en los cromosomas 3R, 4R y 61?, en los cuales esta descrita la
presencia de genes relacionados con la tolerancia al aluminio en centeno. En la Tabla 1 se
muestran algunas características de estos sistemas, como son, su código y estructura
molecular.
Los isoenzimas de NDH fueron también resueltos mediante electroforesis verticales
en geles de acrilamida-bisacrilamida (29:1) al 12% (p/v), urea 8M, TEMED 0,5 pl/mi,
persulfato de amonio 60 pg/ml, siendo el tampón del gel y el de la cubeta los mismos que los
empleados en almidón. Las condiciones de electroforesis fueron de 20 mA durante 4h.
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Isoenzima Símbolo Código Estructura
molecular
Esterasas EST (3.1.1.-) monomérica
Fosfoglucomutasa PGM (2.7.5.1) monomérica
Glutamato oxalacetato transaminasa GOT (2.6.1.1) dimérica
Leucin aniinopeptidasa LAP (3.4.1.1) monomérica
Malato deshidrogenasa MDH (1.1.1.37) monomérica
dimérica
Aconitasa ACO (4.2.1.3) monomérica
NADH-deshidrogenasa NDH (1.6.2.2) monomérica
tetramérica
Tabla 1.- Código y estructura molecular de los sistemas isoenzimáticos empleados.
Los métodos de tinción empleados fueron, básicamente, los descritos por : Shaw y
Koen (1968) para EST; Brewer y Singh (1970) para MDW PGM y LAP; Chenicek y Han
(1987) para ACO; Nielsen yJohansen (1986) para NDHy Selandery col. (1971) para GOT.
4 Técnicas moleculares
4.1 Técnicas generales
Los procedimientos más comunes en la manipulación del ADN, como
1
extracciones con fenol/cloroformo, precipitaciones con etanol y electroforesis en geles de
agarosa se realizaron según Sambrook y col. (1989).
El sistema tampón empleado para todas la electroforesis en geles de agarosa de este
trabajo fue TAE (Tris-Acetato O’04M, EDTA 0’OO1M). Las condiciones de electroforesis
fueron de 3-4 V/cm (medido como la distancia entre los electrodos) durante 2-3 horas. La
detección de los productos de amplificación se hizo por tinción con Bromuro de Etidio (0,5
~.tg/ml).
4.2 Aislamiento de ADN total
El aislamiento y purificación del AUN genómico se realizó según el método descrito
por Dellaporta y col. (1983), con modificaciones. Se realizaron extracciones de plantas
individuales, y para la obtención de alguno de los marcadores de RAPDs se emplearon
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mezclas de plantas. Para hacer estas extracciones conjuntas se pesaban hojas de 15 plantas
(0,1 g/planta) previamente clasificadas con igual genotipo para el locus analizado en cada
caso. La metodología seguida a partirde este punto era igual a la de plantas individuales.
El material se congelaba con 142 liquido, se pulverizaba en mortero con un tampón de
extracción (Tris-CII-1 100 mM, pH 8; EDTA 50 mM, pH 8 y NaCí 500 mM) y se sometía a
un tratamiento con SDS al 20% (p/v) a 650C. El siguiente paso era añadir acetato potásico
SM, incubando a 00C. Tras centrifugar a 25.000 xg el sobrenadante se purificaba con alcohol
isopropílico durante al menos media hora a -200C. Posteriormente, se centrifugaba a 20.000
xg para precipitar el ADN tras lo cual se resuspendía con TE 50:10 (Tris 50 mM, EDTA 10
mM pH 8). El AUN resuspendido se trataba con fenol:cloroformo:alcohol isoamilleo
(25:24:1) y con RNasa A (lOmg/ml). A continuación, el ADN se precipitaba con acetato
sódico 3 M y CTAB al 1% (p/v). Finalmente, se llevaba a cabo un lavado del ADN con
etanol al 70% (y/y), resuspendiendolo en TE 10:1 (Tris 10 mM, EDTA mM pH 8).
4.3 Valoracjón del AUN genómico
Para la determinación de la concentración de ADN se medía la densidad óptica a
260nm de longitud de onda según el método espectrofotométrico descrito por Sambrook y
col. (1989). Además, se obtenía una estima de la pureza del ADN mediante la relación de la
densidad óptica medida a 260 y 280nm de longitud de onda. De este modo, un valor de PS a
2 de esta relación era indicativo de pureza, mientras que si la relación era menor de estos
valores debía existir contaminación con proteinas o fenol. Paralelamente, se llevaba a cabo
una electroforesis de AUN en un gel de agarosa al 1% (p/v) para comprobar que no existía
degradación del ADN ni restos de ARN.
Una vez valorado el AUN se tomaba una alícuota que se conservaba a+40C y el resto
se precipitaba con acetato sódico 3My etanol absoluto, manteniéndosea -200C.
4.4 Amplificación del AUN mediante RAFUs
Para la obtención de ftagmentos de AUN por la técnica de RAPDs se siguió el
protcolo descrito por Wílliams y col (1990), con modificaciones.
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La mezcla de reacción tenía un volumen fina] de 25 j.¡l y contenía los siguientes
componentes: 60 ng de AUN molde, 2,5 jil de tampón de reacción 1 OX (Tabla 2), 100 i.Cvt
de cada uno de los dNTPs, 5 pmoles de cebador y 0,4u de ADN polimerasa. En este trabajo
se emplearon dos ADN polimerasas diferentes. En los estudios de localización cromosómica
se utilizó el enzima Biotaq (Bioprobe Systems) y para la realización de mapas se empleó la
ADN polimerasa termoestable DyNAzyme (Finnzymes Thc.). Los cebadores empleados
fueron 120, correspondiendose con cada uno de los 20 oligodecázneros de los kits A, B, C, F,
R y S de lacasa Operon Technologies (Tabla 3).
AUN poliinerasa Composición del tampón de reacción <lX)
BiotaqTM Tris-CIH 2OniM, pH 8,55(NH
4»S04 l6mM
MgCl2 2,5mM
BSA lSOmg/ml.
DyNAzyme
TM Tris-Cm lOmM, pH 8,8
KCI 50 mM
MgCI
2 1,5mM
Triton X-100 0,1%
Tabla 2.- ADN polimerasas empleadas para RAPDs con lacomposición de sus tampones de
reacción.
Las reacciones de amplificación se realizaron en dos termocicladores: DNA Thermal
Cycler 480 (Perkin-Elmer Cetus) y PTC- 100 (MJ Research).
Los programas de amplificación llevados a cabo en el caso de RAPDs fueron los
siguientes:
• Un ciclo de 4’ a 94
0C.
• 45 ciclos que constaban de 3 segmentos cada uno:
a) Desnaturalización a 940C durante 1’.
b) Renaturalización a 360C, 1’.
c) Polimerización a 720C, 2’.
• Un ciclo de terminación a 720C, 4’.
La separación de los productos de amplificación se realizó mediante electroforesis
horizontal en geles de agarosa al 15% &/v) (Sambrook y col., 1989).
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Kit A Sec.(5—>3’) Kit B Sec45’—>3’) Kit C Sec.(5—>3’)
OpAOI
OpAO2
OpAO3
OpA04
OpAOS
OpAO6
OpAO7
OpAOS
OpAO9
OpAlO
OpAl 1
OpAI2
OpAI3
OpAi4
OpAl 5
OpAi6
OpAl7
OpAIS
OpA19
OpAlO
CAOOCCCrTC
TOcCGAOCrn
AOTCAOCCAC
AATCOGGCTO
AOGOOTCITG
OOTCCCI’GAC
OAAACOOGTO
OTOACOTACO
GOOTAAÚXICC
OTGATCUCAG
CAATC¿XCGT
TCOOCOATAG
CAOCAOCCAC
TCTOTOCI’OO
TI?CCOAACCC
AOCCAGCOAA
OACCOCFTOT
AOOTOAOCOT
CAAACGTcOG
O1TGcGA2XC
Op8010p802
OpBO3
OpB04
O¡,805
Op1106
OpBO7
OpBOS
OpBO9
OpBIO
OpBI 1
OpB!2
OpBíS
Op814
Op815
OpBIó
OpBi7
Op1118
Op1119
Op1120
G’rrrCOCTCC
TOATCCCrOG
CATCCCCCI’G
OGACTGGAOT
TOCOCCCTI’C
TOCrCTGCCC
OOTGACOCAG
OTCCACACGO
TOOOOOACTC
aOCTGOOAc
OTAOACCCGT
CC¶ITOACOCA
TROCCCGCT
TCCGCTaOG
OGA(KKITOTT
1TI’OCCCOOA
AOOOAAcGAO
CCACAOCAOT
ACCCCCOAAG
OOACCCrFAC
OpCOi
OpCO2
OpCO3
OpCO4
OpCO5
OpCO6
OpcO7
OpCOS
OpcO9
OpCiO
OpCI 1
OpCI2
OpCI3
OpCI4
OpCI5
OpC16
OpCi7
OpCiS
OpCI9
OpC2O
1TCGAGCCAG
GTOAOCCOTC
OGOOOTUITI’
CCOCATCTAC
GATOACCOCC
GAACOOACTC
GTcQCOACOA
TOGACCOOTG
CTCACCOTCC
TOTCI’OOGTG
AAAOCTOCOG
TGTCATCCCC
AAOCCTCOTC
TOCGTOCYI’O
OACOGATCAG
CACACTCCAG
TI’CcCCCCAG
TOAOTOOGTG
(ITrGCCAOCC
AOTCOcCAC
¡(it F Sec.(5’—+3’) ¡(it R Sec.(5’—>3’) ¡(it S Sec.(5’—>3’)
OpFOi
0pF02
OpEU3
OpF04
OpFO5
OpFO6
OpFO7
OpFO8
OpFO9
OpFIO
OpFi 1
OpFI2
OpFi3
OpFi4
OpFIS
OpFI6
OpF17
OpFIS
OpF19
OpF2O
AcOOATCCTO
GAcIGATCCa
LrrGATCAcC
OOTGATCAGO
OCOAA’ITCCC
GGOAAITCGO
CCGATATCCC
OOGATATCCO
CCAAOCTTCC
OGAAGCI1?OO
T1?GOTACCCC
ACOOTACCAG
OGCTOCAGAA
TGCrOCAOOT
CCAOTACTCC
GOAOTACIYJG
AACCCOOGAA
nCCCOOOIT
cCTCTAOACC
COTCTAOAOO
OpROl
OpRO2
OpRO3
OpR04
OpROS
OpRO6
OpRO7
OpROS
OpRO9
OpRIO
OpRí1
OpRI2
OpRI3
OpRI4
OpRIS
OpRI6
OpRI7
OpRIS
OpRI9
OpR2O
TOcGGOTCCT
CACAGCIrCT
CCCOTAOCAC
CCCOTAGCAC
OACCrAOTOO
GTCTACOOCA
A~OGCC1?GA
CCCGTrOCCT
TOAOCACOAG
CCAITCCCCA
OT~ACCIGCA
ACAOGTOCOT
GGACOACAAO
CAOGA’I-rCcC
GOACAACOAG
CTCTOCOCOT
CCGTACOTAG
OGCflTOÚ~CA
cCTCCTCATC
MflOCAAGGA
OpSOI
0p502
OpSO3
Op804
OpSOS
Op806
OpSO7
OpSO8
0p809
OpSIO
Op81 1
OpSI2
OpSi3
OpSi4
OpSIS
OpSi6
OpSI7
OpEl8
Op819
OpS2O
CTACrOcOcT
CCTaOACI’G
CAGAOCWCC
CACCCCCTI7G
T~~GGOGCCT
OATACCI’CGG
TCCOATOCTG
TI’CAOGGTGG
TCCTOOTCCC
ACCGTrCCAG
AGTCOOGTOO
CFOGOTOAGT
OTCOfl?CCI’G
AAAOOGOTCC
CAGITCACOO
AGOOOGTI?CC
TOOOOACCAC
CTOOCOAACT
OAGTCAOCAG
TCOOAtDOOA
Tabla 3.- Secuencia de los oligonucleátidos decámeros empleados en este trabajo.
Los tainafios de los fragmentos de AUN amplificados eran calculados, en función de
la comigración respecto de marcadores de peso molecular, mediante el programa GEL. Los
marcadores de peso molecular empleados fueron los siguientes: Fago Lambda digerido con
BM II o con Hind III y Fago 4X1 74 digerido con HaeIll (Tabla 4).
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Marcador de peso molecular Tamaños de los fragmentos (ph)
Fago Lambda/BstEll 8454, 7242, 6369, 5686, 4822, 4324, 3675,
2323,1929,1371,1264,702,224,117
Fago LambdaIHindllI 23130,9416,6557,4361,2322,2027,564.
Fago ~X174/HaellI 1353,1078,872,603,310,281,271,234,194,118,72.
Tabla 4.- Lista de los marcadores de peso molecular empleados en este trabajo con los tamaños de sus
fragmentos.
4.5 Experimentos tipo Southern
4.5.1 Transferencia a membranas de Nylon
Se transferían los productos de amplificación resueltos por electroforesís a
membranas de Nylon cargadas positivamente procedentes de la compañía Boehringer. El
método seguido es el descrito por Sambrook y col. (1989).
4.5.2 Obtención de sondas no radiactivas
Para la obtención de sondas se seleccionaba uno de los productos de amplificación.
La extracción del ADN de la agarosa se realizaba empleando el kit USBioclean (USB).
Basicamente, la técnica consistía en la disolución de la agarosa con Nal 6M y la posterior
fijación del AUN a una matriz de silice.
El marcaje de estos fragmentos se realizaba mediante reamplificación en presencia de
digoxigenina (Dig-dUTP) o empleando la técnica de “random primer’ (protocolo de
BoehringerMannheim).
4.5.3 Hibridación y detección
Las hibridaciones fueron realizadas a 680C en horno (Techne Hybridiser HB-1D).
Los lavados de los filtros fueron: 2x5 mm en 2x SSC; SDS 0,1%, y 2x15 mm. en 0,lx
SSC; SDS 0,1% a 68~ C.
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La detección de los productos hibridados se llevó a cabo mediante inmunoensayo con
reacción de color (Fosfatasa) o con luminiscencia (AMPPD) siguiendo los protocolos de la
casa Boehringer Mannheim.
4.6 Obtención de cebadores específicos de centeno
Los fragmentos amplificados que tenían mayor interés frieron parcialmente
secuenciados para el diseño de cebadores que produjeran una amplificación específica de
dichos fragmentos. Para ello se siguió el siguiente protocolo:
4.6.1 Ligación de fragmentos de AUN
Las piezas de ADN eran ligadas al plasmido pGEM-T empleando el kit para ligación
de fragmentos de PCR pGEM-T vector Systems (Promega) siguiendo el protocolo
especificado por lacasa comercial.
4.6.2 Transformación de Escherichia colí
La transformación de las células competentes se realizaba mediante electroporación
empleando un electroporador de la casa Invitrogen (‘[he Electroporator II).
a) Obtención de células competentes
Las células (E. cok, cepa DHSc¿) eran crecidas en 11 de medio LB hasta que
alcanzaban una densidad óptica de 0,5-0,6 01)550. Posteriormente, se realizaban, mediante
centrifugación, una serie de lavados con agua, reduciendo el volumen hasta 40 ml.
Finalmente, se resuspendían en glicerol al 10% (y/y), obteniendo una concentración
aproximada de 1 a 3x10’0 cel/ml.
b) Electroporación
Para la electroporación se mezclaban 20-100 ng de ADN con 80 gl de células
competentes y se sometían a un pulso eléctrico con las siguientes condiciones: SOpE, 150(2 y
1500V. A continuación, las bacterias se incubaban con 10 ml de LB a 370C durante lh.
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Finalmente, se sembraban alícuotas de este cultivo en placas Petri con agar/LB/X-
QAL/ampicilina. En estas placas se seleccionaban las colonias blancas. Esta selección se basa
en la resistencia a ampicilina que confiere el plásmido a las células bacterianas que lo
incorporan y a la inactivación del gen de la ¡3-galactosidasa por interposición del ADN a
donar. En presencia de ampicilina solo crecían las células que habían incorporado el
plásmido, presentando adicionalmente coloración blanca aquellas que tenían inactivo el gen
de la ¡3-galactosidasa, frente al color azul que desarrollaban aquellas que eran capaces de
metabolizar el x-gal.
Para la confirmación de la donación de los fragmentos de ADN se llevaron a cabo
extracciones de plásmido a pequeña escala y posterior digestión con enzimas de restncc¡on.
El método de extracción empleado fije el de lisis por álcali (Sambrook y col., 1989). Todos
los tratamientos con enzimas de restricción se llevaron a cabo en las condiciones de
incubación recomendadas por los distribuidores. Las digestiones se realizaron empleando Su
de dos enzimas con diana en el polilinker, ApaI y Sacl (Amersham), y Su de RNasa A
(fi oehringerMannheim), durante al menos 4 horas de incubación a 370C.
Finalmente, se comprobaba el exito del proceso de donación mediante experimentos
tipo Southern, como se ha descrito previamente, empleando digoxigenina.
4.6.3 Extracción de AUN plasmidico para secuenciación
En los clones en los que se confirmó la presencia de los insertos se realizó una
extracción de ADN plasmídico para su secuenciación empleando el Qiagen Plasmid Kit
(Qiagen). El método seguido tite el recomendado por los suministradores.
4.6.4 Reacciones de secuenciación
Los fragmentos de AUN fueron secuenciados, mediante PCE, empleando el kit no
radiactivo DJG Taq DNA Sequencing (Boehringer Mannheim), siguiendo el protocolo
recomendado por el fabricante. Se utilizaron los cebadores “M13/pUC forward y reverse
sequencing primers”, marcados con digoxigenina en el extremo 5’, y la Taq AUN
polimerasa proporcionada en el kit.
38
Material y Métodos
El programa de secuenciación utilizado fue el siguiente:
• Un ciclo de 2’ a 950C.
• 30 ciclos que constaban de 3 segmentos cada uno:
a) Desnaturalización a 950C durante 30s.
b) Renaturalización a 650C, 30s.
c) Polimerización a 700C, 1’.
• Un ciclo de terminación a 720C, 4’.
La separación electroforética de los productos de secuenciación se realizó en geles de
acrilamida-bisacrilamida (39:1) al 12%, urea 8M, TEMED 0,5 íd/ml y persulfato de amonio
60 gg/ml, siendo el tampón del gel y el de la cubeta TBE 1X (Tris 9 mM; Acido Bórico 9
mM; EDTA2,5 mlvi, pH 8,2). La cubeta empleada fue una Hoeffer 5E400 (16cm x 18cm x
0,2mm) que permitía la secuenciación de al menos 100 nucleótidos por cada extremo del
fragmento de ADN.
Antes de aplicar las muestras, se llevaba a cabo una preelectroforesis durante 30 mm a
650V, 20W y lOmA. Las muestras se calentaban 3 mm a 950C para su desnaturalización,
separandose en una diferencia de potencial de 550V, 15W y 7,5mA durante 4h 3omin. Una
vez finalizada la electroforesis, el gel se separaba de uno de los cristales, situandole encima un
filtro de nylon cargado positivamente (BoebringerMannheim) durante 30 mm. De esta forma
se producía la transferencia de los productos de secuenciación al filtro, que eran
posteriormente fijados por exposición a luz ultravioleta (300nm) durante 3 mm. El protocolo
de tinción del filtro fbe el de inmunoensayo con reacción de color (Fosfatasa), siguiendo
las recomendaciones de Boehringer.
4.6.5 Diseño de los cebadores específicos
Una vez obtenidas las secuencias de los extremos de los fragmentos de AUN
amplificados, se diseñaban los cebadores de 21 bases, consistiendo en la secuencia de diez
bases del oligonucleótido empleado para la amplificación por RAPDs y las once bases
siguientes.
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Además de estos oligonucleótidos, se diseñaron cebadores específicos a partir de las
secuencias conocidas de tres clones inducibles por aluminio en trigo (wa/i1, wa/12 y wa/15)
(Snowden y Gardner, 1993; Richards y col., 1994). En la tabla 5 se muestran las
secuencias de los oligonucleótidos obtenidos.
Cebador Secuencia (5’—*3’) Cebador Secuencia (5’—>3’)
OpAO8F GTGACGTAGGGTGCGTATGCA
OpAOSR GTGACGTAGGCAGGCI7GTAAG
OpBlóF rrrGCCCGGACAACAGATGAG
OpB1ÓR ‘ITrGCCCGGAGCTGTATAAAC
OpBO3F CATCCCCCTGGAGAATAGGAC
OpEO3R CATCCCCCTGGCAGTI7CCTCG
OpROXF TGCGGGTCCTG17CACCCGGTA
OpROiR TGCGGGTCCTCCATAGTGAGT
OpBl5l? GGAGGGTG¶I1GTCGTGAAGCT
OpB15R GGAGGGTGTrCAGGACTAAAA
OpS14F AAAGGGGTCCAACATCACCTT
OpS14R AAAGGGGTCCTGACAATGTGG
WalilF CAGGTCGCCGCCGTGGTCGT
WaI¡1R A’I1SCATCACTCCATCCATAG
WaIi2F TCCGACAAGAAGCGTAGCAG
WuIi2R CTCACTACGAACGACTACTr
WaJI5F GAGCArrCTACCACCGCACC
WaII5R CTGAACAACAAGCAACACCA
Tabla 5.- Secuencias de los oligonucleátidos específicos obtenidos en este trabajo y de los diseflados a
partirde las secuencias conocidas de tres clones inducib les por aluminio en trigo (wahl , walí2 y
wahS).
4.7 Amplificación por PCR empleando cebadores específicos (SCAR)
La mezcla de reacción tenía un volumen final de 25 ¡il y contenía los siguientes
componentes: 60 ng de AUN, 2,5 j.d de tampón 1OX (Tris-HCI 100 mM pH 8,3, KCl 100
mlvi), MgCI2 2,5 mM, 100 pM de cada uno de los dNTPs, l5pmoles de cada uno de los dos
cebadores y lu de Amplitaq AUN polimerasa, Stoffel fragment (Perkin Elmer).
Las reacciones de amplificación se realizaron en un termociclador PTC- 100 (MJ
Research).
Los programas de amplificación llevadosa cabo fueron los siguientes:
• Un ciclo de 5’ a 94
0C.
• 35 ciclos que constan de 3 segmentos cada uno:
a) Desnaturalización a 940C durante 1’.
b) Renaturalización entre SS y 650C (según los cebadores), 1’.
¡
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c) Rampa de transición de la renaturalización a la polimerización de
0,1 0C/seg.
d) Polimerización a 720C, 6’.
e Ciclo de terminación a 720C, 5’.
La temperatura de renaturalización era determinada empiricamente para cada pareja
de priiners. En cada caso, se buscaba la máxima temperatura que produjera la amplificación
del único fragmento esperado.
4.8 Digestiones con enzimas de restricción
Alguno de los fragmentos amplificados era digerido, en reacciones separadas, con un
total de 17 enzimas de restricción (Amersham); cuatro de las cuales reconocen 4 pares de
bases: JrIaeIll, HhaI, RsaI y TaqI; y el resto 6 pares de bases: BamHil, BgLI, EcoRI, H¡ndffi,
I-linJI, PstI, SacI, SmaI, XhoI, &zlI, MspI, ApoI y KpnI. Todos los tratamientos con enznnas
de restricción se llevaron a cabo en las condiciones de incubación recomendadas por los
distribuidores. Las digestiones se realizaron empleando Su de enzima para los 25 gí de la
mezcla de PCE, durante al menos 4 horas de incubación a 370C.
5 Análisis de la segregación y elaboración de mapas mediante el
programa MapmakerfExp 3.0
En los análisis de ligamiento se utilizó el programa MapmakerlExp 3.0 (Lander y
col., 1987). En primer lugar, se asignó a cada individuo el genotipo para los diferentes
loci. En el caso de loci codominantes se asignaron las letras A (homocigoto para el
parental Ailés), R (homocigoto para el parental Riodeva) y II (heterocigoto). Para loci
dominantes se emplearon cuatro letras. Cuando la banda provenía de Ailés se asignaron
las letras R (ausencia) y 1) (presencia). Si la banda procedía de Riodeva las letras eran A
(ausencia) y C (presencia). En la tabla 6 se resumen las letras asignadas en función de los
genotipos observados.
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Letra Genotipo
A Homocigoto de Ailés
R Homocigoto de Riodeva
H Heterocigoto
C No homocigoto de Ailés
1) No homocigoto de Riodeva
Tabla 6.- Letras asignadas en función de los genotipos de los individuos para los diferentes loci.
Una vez asignados los genotipos, se empleaba el comando “group”, que dividía
los loci en grupos de ligamiento. Este comando determinaba si existía ligamiento entre
cualesquiera de los loci, tomados de dos en dos, calculando su distancia genética
mediante el método de maxima verosimilitud y su LOD (logarithm of the odds)
correspondiente. Si dos loci tenían un LOD mínimo de 4.0 y una distancia maxima de 50
cM se consideraban como ligados. El valor de LOD es el logio de la verosimilitud de que
dos loci esten ligados. Este valor es la razón de la probabilidad de que su segregación
sea debida a dos loci ligados entre la probabilidad de que la segregación observada sea la
propia de dos loci no ligados. Un valor de LOD de 4.0 significaría, por tanto, que es
10.000 veces más probable que la segregación observada sea debida a la existencia de
ligamiento.
El orden lineal de los loci, dentro de los grupos de ligamiento, se estimaba
mediante el comando “compare”, que determinaba el orden más probable de los locí de
entre todos los posibles. Este resultado era verificado mediante el comando “ripple”, que
comprueba el orden de los loci tomados de 5 en 5.
Finalmente, para obtener las distancias genéticas entre los loci ligados se
empleaba el comando “map”, que realizaba un análisis multiple. Las distancias genéticas
entre los loci, expresadas en cM, eran calculadas a partir de las frecuencias de
recombinación, utilizando la función de mapa de Kosambi. Esta función calcula las
distancias en el mapa teniendo en cuenta la ocurrencia de multiples sobrecruzamientos y
la interferencia entre segmentos contiguos.
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1 Control genético de la tolerancia al aluminio en centeno
1.1 Efecto del aluminio sobre el crecimiento de la raíz en distintas poblaciones de
centeno
Para realizar un estudio sobre la genética de la tolerancia al aluminio en centeno era
necesario, en primer lugar, analizar la variabilidad existente para este carácter en diferentes
poblaciones de estaespecie. Porello, se empleó un test de tolerancia (ver material y métodos)
para investigar el efecto que producía el aluminio, adiferentes concentraciones (50, 100 y 150
1.tM), sobre el crecimiento de las raíces en dos cultivares (Ailés y JNK) y dos lineas
consanguíneas (Pool y Riodeva) de centeno. En todos los casos, se observó una disminución
progresiva en el crecimiento de la raíz al aumentar la concentración de aluminio en el medio.
Detodos modos, en base a la respuesta alos tratamientos, las variedades estudiadas pudieron
dividirse en tres grupos. En el primer grupo se encontraba el cultivar Ailés, en el segundo
JNKy Pool, y en el tercero Riodeva.
En el cultivar Ailés se observó el menor efecto del aluminio. Así, la diferencia en
crecimiento medio de la raíz entre plantas tratadas y no tratadas con aluminio, a todas las
concentraciones, fue siempre inferior a 1 cm. Solo a una concentración de 150 pM se
observaron dos individuos en los que ya no había crecimiento de la raíz tras el tratamiento,
pero incluso a esta concentración, aparecían individuos con crecimientos de hasta 3,5 cm
(Figura 3).
El cultivar JNK y la línea consanguínea Pool, mostraron un patrón de
comportamiento muy similar. En ambos casos, la disminución en la media de crecimiento de
la raíz era proporcional al aumento de la concentración de aluminio. A partir de una
concentración de 100 iilvI se observaron individuos en Pool que no tenían crecimiento
adicional de la raíz. Esta situación se presentaba a una concentración de 150 pM en JNK. A
esta concentración, aún se observaba un elevado número de plántulas con crecimientos de la
raíz de hasta2,3 cm (Figuras 4 y 5).
La línea consanguínea Riodeva mostró un comportamiento diferencial. En este caso,
la disminución de la media de crecimiento era muy drástica. A una concentración 100 jiM de
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aluminio, la reducción era ya de 1,3 cm, y a 150 ¡.tM no se encontraron individuos con
crecimientos superiores a 0,3 cm (Figura 6).
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Figura 3.- Distribuciones del crecimiento adicional de la raíz en plantas del cultivar Més después del
tratamiento con alumxn¡ . control, 50 1iM, 100 h¡M y 150 kM. n: n
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Figura 4.- Distribuciones del crecimiento adicional de la raíz en plantas del cultivar JNK después del
tratamiento con alunani . control, 50 ~iM,100 1iM y 150 ~tM.n: n
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Figura 5.- Distribuciones del crecimiento adicional de la raíz en plantasde la línea consanguínea Pool
después del tratamiento con aluminio control, 50 pM, 100 ~My 150 .¡M. n: n
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Figura 6.- Distribuciones del crecimiento adicionalde la raízen plantas de la línea consangmnea
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Figura 10.- Aspecto de los ápices de raíces de plantas de Ailés (T:tolerante) y Riodeva (s:sensible)
tratados y no tratadoscon aluminio (150 jaN!).
Nuevamente, las mayores diferencias entre las poblaciones, para la tolerancia al
aluminio, aparecían a una concentración de 150 ¡.dv! de aluminio. Por lo tanto, se decidió que
esta sería la concentración a emplear, a partir de este momento, en los test de tolerancia.
1.2 Estudio del control genético de la tolerancia al aluminio
A la luz de los resultados obtenidos en las cuatro poblaciones, realizamos test de
tolerancia al aluminio (150 pM) en las descendencias de diversos cruzamientos de las plantas
de Ailés con mayor crecimiento (>2,5 cm) por plantas de Riodeva en las que no se registró
ningún crecimiento adicional de la raíztras el tratamiento.
Se analizaron un total de cinco descendencias Fi (ARí, AR2, AR3, AR4 y AR6).
Los resultados obtenidos se muestran en la figura 11. Las medias de crecimiento en estas
cmco descendencias oscilaron entre 2,1 cm y 1,76 cm (~ conjunta=1,94 cm) y en ningún
caso hubo individuos con crecimientos adicionales menores de 0,7cm. Estas medias eran
estadísticamente semejantes a la media del cultivar Ailés (1,46 cm), aunque ligeramente
superiores.
52
10
8
6
n4
2
0
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5
cm
2< =1,9icm;n=42
Resultados
mliii
o 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3.5 4 4,5
cm
II
1 lilUlil
o 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5
cm
~76cm;n51
10
8
6
n4
2
0
2< =2,lenzn=
61X =1,97cm;n=100
10
8
6
n
4
2
o
E
10
8
6
n 4
2
o
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5
cm
E
10
8
6
n4
2
o
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,50 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5
cmcm
32
24
n 16
8
o
.11111111
2< =1,94cm; n=343
Figura 11.- Distribuciones del crecimiento adicional de la raíz en las cmcodescendencias Fi tratadas
con aluminio (150 jaN!), por separado y conjuntamente n n0 de plantas
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mendeliana. Tomamos como individuos susceptibles aquellos en los que el crecimiento de la
raíz no excedía los 0,3cm, pues este era el máximo crecimiento observado en Riodeva (Figura
6), y como tolerantes los que presentaban un crecimiento mayor de 0,3cm. En cinco de las
descendenciasF2 (AR1.13®, AR2.14®, AR3.14®, AR4.18® y AR6.17®) las segregaciones
observadas fberon del tipo 3:1, mientras que en dos cruzamientos prueba (AR1.5xR y
AR2.6xR) estas se ajustaban a una segregación 1:1. También aparecieron un
retrocruzamiento (AR1.llxR) y una F2 (AR1.15®) con segregaciones 3:1 y 15:1,
respectivamente, y que además mostraron un crecimiento medio de la raíz superior al resto de
descendencias (Figura 12). En el caso de la descendencia del retrocruzamiento ARí . 7xR la
segregación a la que más se asemejaba era a una 9:7.
En la tabla 9 y en la figura 13 se muestra la segregación del carácter tolerancia al
aluminio y un resumen de los resultados obtenidos en las descendencias analizadas.
Cruzamiento Tipo Fenotipo Hipótesis X2
Tolerantes (X T) Sensibles (X ,)
AR1.llxR BC 103(1,77) 32(0,05) 3:1 0,12
AR1.13® F2 75 (1,84) 35 (0,13) 3:1 2,72
ARL.15® F2 98(2,44) 10(0,07) 15:1. 1,66
AR1.5xR BC 15(1,60) 20(0,12) 1:1 0,71
AR1.7xR BC 51 (1,75) 32 (0,11) 1:1 4,34*
9:7 0,91
AR2.14® F2 101 (1,87) 28(0,12) 3:1 0,66
AR2.6xR BC 43(1,45) 38(0,07) 1:1 0,3
AR3.14® F2 88(1,93) 28(0,07) 3:1 0,04
AR4.6xR BC 63 (1,76) 2 (0) - -
AR4.18® F2 93(1,81) 25(0,08) 3:1 0,91
AR6.17® F2 73(1,56) 24(0,13) 3:1 0,006
Tabla 9.- Segregaciones observadas en las descendencias de los cruzamientos analizados para el
carácter “tolerancia al aluminio”. BC: retrocruzamiento. x T: media (en cm) de la distribución de las
plantas tolerantes. x ,: media (en cm) de la distribución de las plantas sensibles. * X2 con diferencias
significativas a nivel de P’c0,05.
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AMi (100) AR2 (89) AR3 (51) AR4(61) AR6(42
)
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Figura 13.- Esquema de las segregaciones observadas para la tolerancia al aluminio en todas las
descendencias F2 y retrocruzamientos analizados. Entre paréntesis se muestra el número de individuos
analizados. A: Allós. R: Riodeva
2 Localización de genes de tolerancia al aluminio
2.1 Análisis de ligamiento entre genes de tolerancia al aluminio y varios loci
isoenzimáticos
En centeno se ha descrito la existencia de genes de tolerancia a] aluminio en los
cromosomas 3R, 4R y 6R, mediante el estudio de lineas de adición (Aniol y <Justafson, 1984).
Por esta razón, se analizaron las descendencias de los cruzamientos en los que se encontraban
segregando una serie de isoenzimas localizadas en estos cromosomas.
Se llevaron a cabo electroforesis en geles de almidón de dos descendencias F2
(ARí. 130 y AR6.170) y de dos cruzamientos prueba (ARí .5xR y AR1.7xR). En la tabla 10
se indica la localización cromosómica de los lod isoenzimáticos analizados que se
encontraban segregando.
El locus GoL? presentaba dos alelos activos (1 y 2), mostrando un comportamiento
dimérico. Los heterocigotos tenían una banda nueva de migración intermedia. Las isoenzimas
Acol, Aco2, ¡¿api, Mdh2 y PgmJ mostraron dos alelos activos (1 y 2), presentando un
comportamiento monomérico. Cada uno de los loci de esterasas (Est6 y Est8) presentaban un
alelo activo (+) y uno nulo (-). Estos loci llevan información para isoenzimas con un
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comportamiento monomérico. Por tanto, para este grupo de loci no era posible distiguir a los
homocigotos para el alelo activo (++) de los heterocigotos activo-nulo (+-). Finalmente, en el
caso del locus Náh2, con comportamiento tetramérico, solamente fUe posible la
diferenciación entre dos fenotipos de diferente migración en el gel (+ y -).
Locus Referencia CruzamientoBrazo
cromosómico
.3RL
3RL
~IRS
SRL
6RL
6RL
61ff
6RL
6RS
Localización
GoL? TangyHart, 1975. AR6.170,AR1.5xRyAR1.7xR
Mdh2 SalinasyBenito, 1985a. AR1.130
PgmJ Salinas y Benito, 1985c. ARÓ. 170
Aco2 Chenicek y Hart, 1987. AR1.130, AR1.SxRy AR1.7xR
Acol Cheniceky Han, 1987. ARí .130, AR6. 170 y ARí .5xR
NdJi2 Wehling, 1991. A.R6.17®
Est6 Salinas y Benito, 1985b. AR6.170
Est8 SalinasyBenito, 1985b. AR6.17®
Lapí TangyHart, 1975. AR1.130,AR1.5xRyAR1.7xR
Tabla 10,- cromosómica de los genes estructuralesde isoenzimas que segregaronen los
diferentes cruzamientos
Unicamente en la descendencia AR6.170 se comprobó la existencia de ligamiento
entre varios loci isoenzimáticos y un gen de tolerancia al aluminio. Estos loci eran Acol,
NdJi2, Kt6 y Est8 (Figura 14), habiendo sido todos ellos previamente localizados en el brazo
cromosómico 6RL. En la tabla 11 se muestran las segregaciones conjuntas de estas
isoenzimas y del gen de tolerancia al aluminio, mientras que en la figura 15 se puede observar
el mapa genético construido, empleando el programa MAPMAKER/EXP 3.0.
En los otros tres cruzamientos (AR1.130, AR1.5xR y AR1.7xR) la segregación
conjunta del gen de tolerancia con los loci isoenzimáticos no difería significativamente del
supuesto de independencia.
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Loci Distribución de la descendencia cM
T,11 s,11 T,12 s,12 T,22 s,22
AItJ,AcoI 8 16 43 6 22 2 31,17*** 24,6
Altl,Ndh2 58 15 11 13 994** 46,4
Altl,Est6 58 15 21 3 0,75 -
AItl,Est8 53 20 12 12 3,18 -
1t~ ‘ir 12, + 12,- 22,+ 22,-
Acol,Ndh2 5 19 40 9 24 0 43,29*** 16,8
Acol,Est6 24 0 39 10 16 8 9,33** 42,4
Acol,Est8 8 16 35 14 22 2 19,92*** 42,5
Ndh2±,Est6 52 17 27 1 5,83* 26,1
Ndh2,Est8 57 12 8 20 26,29*** 26,7
Est6,Est8 47 32 18 0 10,86””” 0
Tabla 11.- Relaciones de ligamiento obsevadas entre los loci isoenzimáticos analizados y el locus de
tolerancia al aluminio (Alt]) localizado en 61?. * 2 con diferencias significativas a nivel de P’C0,05;
** 2 con diferencias significativas a nivel de P<O,0 1; “‘“‘X2 con diferencias significativas a
nivel de PC0,001. T: tolerante; s: sensible.
A¡ti
24,6 cM
Acol Ndh2
III
16,8cM 26,1 cM
Est6 Est8
“‘4
O cM
6RL
Figura 15.- Mapa genético construido en el cromosoma 6R empleando los locí isoenzimaticos
analizados y el locus de tolerancia al aluminio (Alt])
A la vista de los resultados de ligamiento con marcadores isoenzimáticos iniciamos la
búsqueda de marcadores RAPDs ligados a los genes de tolerancia al aluminio en dos
cruzamientos diferentes. En la descendencia ARÓ. 170 debieran hallarse marcadores ligados
al gen de tolerancia localizado en el cromosoma 6R (Allí). Por otro lado, en la descendencia
F2 AR1.13® estaban segregando los loci isoenzimáticos Acol y Lapí, localizados en los
brazos 61ff y 6RS, respectivamente. Debido a que ninguno de estos dos loci se comportaron
como ligados al gen de tolerancia al aluminio que segregaba en este cruzamiento decidimos
emplearlo para localizar este gen, que debería estaren otro cromosoma distinto del 6R.
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detectados en una proporción de 1:9, mientras que en el cebador OpSO4 aparece un
fragmento que ofrece problemas para su detección cuando está en proporción 9:1. En fUnción
de este resultado, parecía que existía la posibilidad de detectar marcadores en una amplia
ventana a ambos lados del locus analizado.
a) Análisis de bloques segregantes en el cromosoma 6R
Para localizar marcadores en la zona del gen de tolerancia al aluminio situado en el
cromosoma 6R se realizaron análisis de bloques segregantes para dos loci de esta región. Uno
de ellos era, lógicamente, el propio gen de tolerancia al aluminio y el otro se trataba del locus
isoenznnático ¡¿api.
Análisis de bloques segregantes para la tolerancia al aluminio en el
cromosoma 6R
Como dijimos previamente, en fUnción de los resultados de ligamiento con
marcadores isoenzimáticos iniciamos la búsqueda de marcadores RAPDs ligados al gen de
tolerancia localizado en el cromosoma 61? (Ahí) en la descendencia ARÓ. 170.
Se realizaron amplificaciones en bloques de plantas tolerantes y sensibles del
cruzamiento AR6.170, empleando 120 cebadores, correspondientes a los kits A, B, C, F, R y
5 de lacasa Operon. La mayor parte de los cebadores empleados producían el mismo patrón
de amplificación en ambos bloques. En la figura 17 se muestra un ejemplo de los resultados
obtenidos. Unicamente en ocho del total de cebadores empleados no se obtuvo ninguna
amplificación (OpAl9, OpCOl, OpCO4, OpCO9, OpCl6, OpRl4, OpRl7 y OpRIS). Con el
resto de cebadores se amplificaron un total de 452 fragmentos, con un rango de 1 a 10
fragmentos por primer. Del total de bandas analizadas se encontraron dos que estaban
presentes en el bloque de plantas tolerantes y no en el de sensibles. Estos fragmentos se
correspondían con la amplificación de los cebadores OpBO3 (655 pb) y OpROl (600 pb),
siendo denominados OpBO3óss y OpROhoo (Figura 18).
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En la tabla 12 se muestran las segregaciones conjuntas de estos fragmentos de
RAYDs con el gen de tolerancia al aluminio y las distancias genéticas estimadas.
5,—
17
23
Loci Distribución de la cM
descendencia
T,+ T,- s,+
Altl,OpBO3nss 64 9 7 31,51*** 21,9
Altl,OpROluo 72 1 1 86,64*** 2,2
++ +,- -,+_____________________
OpBO36ss, OpROigoo 64 7 9 17 31,53*~ 21,9
Tabla 12.- Relaciones de ligamiento obsevadas entre los loci OpBOSóss, OPROJ600 y Alt]. ***X2 condiferencias significativas a nivel de PC0,001.
• Análisis de bloques segregantes para el locus isoenzimático Lapl
El locus ¡¿api esta localizado en el brazo corto del cromosoma <SR. Nuestros
resultados de ligamiento entre Alt] y loci isoenzimáticos localizados en 6R apuntaban la
posible localización en <SRS de Alt]. Estos datos nos indujeron a pensar que ¡¿api se
encontraría probablemente en las proximidades del gen de tolerancia al aluminio. Como se
observa en la tabla 10, en la descendencia AR6.17® no se encontraba segregando ¡¿api, y
dado t~ue en otros cruzamientos si segregaba, como era el caso de la F2 AR1 . 13®, lo que
intentamos fUe buscar fragmentos amplificados mediante RAPDs ligados a ¡¿api en ese
cruzamiento, paraposteriormente, traspasar esos fragmentos a la F2 AR6. 17®.
Por lo tanto, en este caso se prepararon los bloques de plantas en fUnción de su
genotipo para el locus ¡¿api. Se realizaron amplificaciones con 120 cebadores en bloques de
15 plantas con genotipos 11 y 22 para ¡¿api, en la F2 AR1.130. De este modo, se
obtuvieron los fragmentos de amplificación OpBlS
7po y OpBlójj4s, asociados a los bloques 11
y 22 para ¡¿api, respectivamente.
La amplificación con estos primers en los individuos del cruzamiento ARÓ. 17® rindió
resultados diferentes para los dos fragmentos. El fragmento OpBión4s no se detectaba en la
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Se amplificó con OpS14 el ADN de los individuos de la descendencia AR1.130.
Si bien en el caso de los bloques las diferencias eran siempre claras, en el caso de plantas
individuales las amplificaciones no eran siempre eficientes, con lo cual a muchos
individuos no se les podía asignar un genotipo con fiabilidad. Por ello, se decidió pasar
directamente a la obtención de cebadores específicos (SCAR) que permitieran el análisis
de ligamiento.
2.2.2 Localización cromosómica de fragmentos amplificados por PCR en
líneas de adición
a) Localización cromosómica de fragmentos amplificados por RAPDs
Paralelamente a los experimentos relatados hasta el momento, desarrollamos
experimentos de localización cromosómica de fragmentos amplificados mediante RAPDs. De
esta forma, intentábamos producir un banco de marcadores moleculares de utilidad, tanto en
los estudios sobre tolerancia al aluminio como en fUturos trabajos.
Se realizaron amplificaciones en trigo (CS), en centeno (1), en el anfiploide (CS-I) y
en las siete lineas disómicas de adición trigo-centeno empleando 60 oligonucleótidos
decámeros (Kits A, B y F). El número de fragmentos amplificados por cada oligonucleótido
osdiló entre 1 y 6 en trigo y entre 1 y 7 en centeno. Del conjunto de los 137 fragmentos
obtenidos en centeno, 45 solaparon con bandas de trigo y tan sólo 21 pudieron ser
localizados, encontrándose estos repartidos a lo largo de los 7 cromosomas del complemento
haploide del centeno. Los 70 fragmentos restantes, pese a no solapar con bandas de trigo, no
se observaron en ninguna de las lineas de adícion.
Los 21 fragmentos localizados fUeron a su vez asignados a un brazo cromosómico
determinado mediante amplificación, empleando las líneas ditelosómicas correspondientes.
Por ejemplo, la amplificación con el oligonucleótido OpAlO generó un fragmento de 370 pb
que fue localizado en el cromosoma 7R. Mediante amplificación de las lineas ditelosómicas
7RS y 7R13 este fragmento tite asignado al brazo largo del cromosoma 7 del centeno (figura
20).
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El tama5o del fragmento localizado con cada uno de los oligonucleótidos, el
cromosoma y el brazo cromosómico en el que se localiza figuran en la tabla 14.
Oligonucleátidos Tamaño de los fragmentos Brazo
decámeros localizados (pb) cromosómico
OpAOl 570 SRS
OpAO2 304 <SRL
OpAO5 385 4R5
OpAO8 415 <SRL
OpAlO 370 7RL
OpAl3 230 <SRL
OpAl7 466 iRL
OpA2O 564 SRS
OpBO4 325 3Ff
OpBO7 276 3Ff
OpRíS 365 <SRL
OpBl6 175 3Ff
OpBl7 315 3RS
OpBl8 330 3RS
OpFOl 263 2RS
OpFOl 570 3113
OpFOl 476 7Ff
OpFOS 257 3RSy<SRL
OpFO8 311 2Ff
OpFl4 370 41ff
OpFl9 221 2Ff
Tabla 14.- Localización cromosómica de los productos de amplificación obtenidos mediante RAPDs.
En la tabla 14 puede observarse que 13 de los 21 fragmentos fUeron localizados en
los cromosomas 3R (OpBO4ns, OpBO7~6 OpBi6ns, OpBl 7su, OpBi833o, OpFOLvo y
OpFOS2r), 4R (OpAOSs~sy OpFJ4syo) y <SR (OpAO2.qu4, OpAi3no, OpBISsósy OpFOS2sz),
donde se ha descrito la existencia de genes de tolerancia al aluminio, mediante el estudio de
lineas de adición (Aniol y Gustafson, 1984).
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localizados por RAPDs. Como resultado, se observó que las distintas sondas hibridaban con
el ADN de centeno, el del anfiploide y el de la correspondiente línea de adición en la que se
había realizado la localizacion.
Estos resultados nos impulsaron a intentar la localización, mediante la técnica de dot-
blot, de diez de los fragmentos amplificados que no habían podido asignarse a ningún
cromosoma directamente. Estas localizaciones no fUeron posibles porque, o bien, la señal de
hibridación aparecía en todos los puntos, o bien, aparecía en todos menos en el del trigo (CS).
b) Localización cromosómica de fragmentos con posible homología con los
genes wali de trigo
Se diseñaron cebadores específicos a partir de las secuencias conocidas de tres clones
inducibles por aluminio en trigo (wal¡i, wali2 y waliS) (Snowden y Gardner, 1993;
Richards y col., 1994), con la finalidad de intentar localizar, mediante amplificación en las
líneas de adición trigo-centeno, los correspondientes genes homeólogos en centeno. De esta
forma se trataba de comprobar si existía alguna relación entre los genes de tolerancia al
aluminio presentes en nuestras descendencias y estos clones de trigo.
Se realizaron amplificaciones en las lineas de adición trigo-centeno a una temperatura
de renaturalización de 600C. Para comprobar que los fragmentos amplificados tenían
homología con los genes de trigo, se transferían los geles de agarosa a filtros de nylon para
realizar hibridaciones tipo Southern, empleando como sonda los clones originales de trigo.
Los fragmentos de centeno que mostraban sefial de hibridación eran secuenciados para
comprobar el grado de homología con el trigo. En el apéndice 1 se muestran las secuencias
completas de estos fragmentos.
La pareja de cebadores diseñada a partir de la secuencia de waliJ amplificaba varios
fragmentos en el centeno Imperial. La hibridación posterior mostró que únicamente dos de
estos fragmentos (rali 1.1 y rail .2) presentaban cierto grado de homología con la sonda de
trigo (Figura 23a). En ninguno de los dos casos estas bandas aparecieron en alguna de las
lineas de adición y los resultados de la secuenciación de los mismos indicaron que el grado de
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semejanza era mucho menor del esperado. Incluso se pudo observar que en los dos extremos
de estos fragmentos se hallaba el mismo cebador con la secuencia invertida.
En el caso de la amplificación con la pareja de cebadores correspondiente a wah2 se.
observó la presencia de un fragmento de 985 pb en centeno (rali2). Mediante hibridación con
la sonda de trigo, se pudo localizar dicho fragmento en los cromosomas 4R y 7R (Figura
23b). La secuencia de este fragmento mostró una homología con el clon de trigo del xx
(Figura 22).
En la descendencia ARí. 130 estaba segregando un gen de tolerancia al aluminio
localizado en un cromosoma diferente del 6R. Por ello, se realizaron amplificaciones en 10
mdividuos de esta descendencia con la pareja de cebadores de walí2, en la esperanza de que
pudiera existir ligamiento entre este fragmento de 985 pb y el gen de tolerancia al aluminio. A
una temperatura de 580C se conseguía amplificar la banda, pero no hubo posibilidad de
observar variabilidad, ni directamente por presencia o ausencia, ni mediante digestión de los
productos de amplificacióncon las 17 enzimas de restricción descritas en material y métodos.
La pareja de cebadores correspondiente a waliS no amplificó ninguna banda en
centeno y tampoco se observó fragmento alguno por hibridación con la sonda de trigo
(Figura 23c).
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Figura 22.- Homología de wali2
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2.3 Obtención de SCAR
En este trabajo se planteó la obtención de SCARs a partir de diferentes fragmentos
amplificados por RAPDs. El objetivo era, por un lado, aumentar la robustez de los
marcadores moleculares ligados a los genes de tolerancia al aluminio y, por otro, incorporar
nuevos marcadores ligados a dichos genes. Para ello, era necesario secuenciarcada uno de los
fragmentos de interés y, de este modo, poder diseñar cebadores “largos” que permitieran la
realización de amplificaciones especificas, siguiendo el protocolo descrito en material y
métodos.
Para cada pareja de cebadores se determinó empíricamente su temperatura idónea de
renaturalización. La decisión de esta temperatura dependía de dos factores: 1) debía
conseguirse amplificar únicamente el fragmento deseado y 2) debía producirse, si esto era
posible, la diferenciación de los genotipos directamente por presencia o ausencia de la banda
amplificada. Lógicamente, no fue posible en todos los casos alcanzar este segundo objetivo.
En la tabla 15 se muestran los fragmentos de ADN para los que se obtuvieron cebadores
específicos, el interés que podían tener en este estudio, las temperaturas establecidas para la
amplificación y si se consiguió o no diferenciar directamente por PCR los genotipos. En el
apéndice 1 se presentan las secuencias obtenidas de los RAPDs, para el diseño de los
cebadores.
Locus Situación r de Variabilidad por
renaturalización PCR
OpA08os Localizado en <SRL 690C NoOpB03MS Ligado a Alt] en <SR 610C Si
OpB15~w Ligado aAlt] en <SR 630C Si
OpBI6~
5 Ligado a Lapí en <SR 65
0C No
OpROlw Ligado aAlt] en <SR 630C Si
OpS14
7os Ligado a Alt3 58
0C No
Tabla 15.- Fragmentos de ADN para los que se diseñaron cebadores específicos.
En el caso de los fragmentos OpBO3
6ss, OpBiSy% y OpROisoo se pudo mantener la
variabilidad previamente observada en RAPDs. Los datos de presencia-ausencia de estos
fragmentos fueron totalmente coincidentes con los previamente obtenidos para RAPDs
(Figura 24). Además, se intentó confirmar la localización cromosómica de estos fragmentos,
mediante amplificación en las lineas de adición trigo-centeno. El locus OpBO3&ss fUe el único
72




Resultados
En la tabla 18 se resumen las localizaciones cromosómicas obtenidas para todos
los marcadores SCAR empleados, mediante el análisis de lineas de adición trigo-centeno.
Lotus Brazo cromosómico
OpA08415 <SRL
OpB03655 -
OpBlSm <SRS
OpBl6íus <SRS
OpROtoo <SRS
OpSI4,os 41ff
Tabla 18.- Localización cromosómica de los marcadores SCAR obtenidos
3 Construcción de mapas genéticos en los cromosomas 61? y 41?
3.1 Construcción de un mapa genético en el cromosoma 6R
En la tabla 19 se muestran la totalidad de las segregaciones conjuntas obtenidas
con todos los loci que se encontraban segregando en la descendencia AR6.17®.
Los dos marcadores más próximos al locus de tolerancia (Alt]) eran OpB1579a y
OpROlúoo, hallándose a una distancia de O y 2,2 cM, respectivamente.
Una vez que habíamos obtenido una serie de marcadores isoenzimáticos (Acol,
Ndh2, Est6 y Est8) y basados en PCR (OpBO3ósss, OpROióoo, OpBJS~~o y OpA08415)
ligados al gen de tolerancia al aluminio en <SR (Alt]), pasamos a construir un mapa
genético, empleando el programa MAPMAKER/EXP 3.0, con un L0D4. El mapa
obtenido se muestra en la figura 30.
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Loci Distribución de la descendencia cM
TJX s,11 T,12 s42 T,22 s,22
Allí, OpAO841s 22 2 42 9 9 13 18,75*** 33,5
Alt¡,A¿ol 8 16 43 6 22 2 31,17*** 24,6
AIÍF,Est6 58 15 21 3 0,75 -
Altl,EslB 53 20 12 12 3,18 -
Alt), Ndia2 58 15 11 13 9,94** 46,4
Alt),OpBO36ss 64 9 7 17 31,51*** 21,9
Alt),OpBl
5z>,o 46 27 24 0 12,28*** Q
AlII,OpROl
6o0 72 1 1 23 86,64*** 2,2
11,11 11,12 11,22 12,11 12,12 12,22 22,11 22,12 22,22
OpAO84151Acol 0 7 17 5 39 7 19 3 0 53,71””” 13,8
11,+ 11,- 12,+ 12,- 22,+ 22,-
OpAO8415, Está 14 10 44 7 21 1 12,11** 29,9
OpAO841s,EstS 22 2 38 13 5 17 27,13*** 29,1
OpAOSos,Ndh2 24 0 45 6 0 22 71,13*** 6,4
OpAO84>5, OpBO3655 24 0 45 6 2 20 29,71*** 9
OpAO84>5, OpBlS,~,0 9 15 40 11 21 1 36,57*** 308
OpAO841s, OpROlw~ 22 2 42 9 9 13 18,75** 33,5
Acol, Est6 24 0 39 10 16 8 9,33** 42,4
.4col, Est8 8 16 35 14 22 2 19,92*** 42,5
Acol,Ndh2 5 19 40 9 24 0 43,29*** 16,8
Acol,OpBO36ss 1 23 46 3 24 0 80,19*** 4,3
Acol,OpBlSrn 24 0 40 9 6 18 38,41*** 18,5
Acol,OpROl~0 8 16 43 6 22 2 31,16*** 24,6
4.,-
Está, EstA 47 32 18 0 10.86*** O
Está, Ndh2 52 27 17 1 5,53* 26,1
Está, OpBO3655 54 25 17 1 5,08* 28,7
Está, OpBl5rn 61 18 9 9 5,33* -
Está, OpROl6oo 58 21 15 3 0,77 -
EstS, Ndh2 57 8 12 20 26,29*** 26,7
EstS, OpBO36.ss 56 9 15 17 16,89*** 36,4
EstS, OpBl5rn 43 22 27 5 3,41 -
EstA, OpROluo 53 12 20 12 3,19 -
Ndh2, OpBO3~ss 63 6 8 20 39,97*** 17,5
Ndh2, OpRl5~,0 44 25 26 2 8,37*~ 32,2
Ndh2,OpROl6o. 58 11 15 13 9,96** 46,4
OpBO3ai, OpBl5z,,o 45 26 25 1 10,17** 20,6
OpBO31sss, OpROl6oo 64 7 9 17 31,53*** 21,9
OpBlS,,0, OpROl600 46 24 27 0 12,29*** ()
Tabla 19.- Relaciones de ligamiento obsevadas entre todos los loci localizados en <SR. * X
2con
diferencias significativas a nivel de P<O,05; ** y2 con diferencias significativas a nivel de
P<0,01; ~ con diferencias significativas a nivel de P<0,00l.
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2,1 cM
5,5 cM
16,1cM
4,8 cM
10,0cM
6,4 cM
24,0 cM
0,7 cM __
— OPROiceo
—Alt]
—OpBlS~0J <—Centrómero
6KV
col
— OpBOS6ss
—OpA
—Ndh2
Est6
Est8
6RL
Figura 30.- Mapa genético obtenido en el cromosóma 61?.
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3.2 Construcción de un mapa genético en el cromosoma 41?
En el cromosoma 4R únicamente se pudo localizar el locus OpSJ47os ligado al
gen de tolerancia al aluminio (A1(3) (tabla 18). En la figura 31 se muestra el mapa
genético obtenido.
.4113 Op
51 4~os
23,5 cM
4RL
Figura 31.- Mapa genético obtenido en el cromosóma 41?.
Como se puede observar en la figura 31, el marcador OpS14~os se halla a una
distancia de 23,5 cM del locus de tolerancia Alt3.
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Discusión
1 Tolerancia al aluminio en centeno
Se han desarrollado diferentes métodos para analizar la tolerancia al aluminio en
plantas, como son: cultivos de células y tejidos, cultivo con soluciones de nutrientes,
ensayos de suelos y evaluación en campo (revisión en Carver y Ownby, 1995). La
utilización de un test de tolerancia que permita el análisis de un importante número de
plantas simultáneamente, que posibilite la selección de individuos sin su destrucción y
que, sobre todo, sea fiable es la clave en investigaciones sobre la genética de la tolerancia
a un estrés por metales. Los test de tolerancia en cultivos cumplen estas tres condiciones,
presentando una elevada correlación con los realizados en campo (Reid y col., 1971;
Campbell y Lafever, 1976; Howler y Cadavid, 1976; McCain y Davies, 1983). Además,
se han observado mayores grados de heredabilidad para la tolerancia al aluminio
empleando soluciones de nutrientes (0,73-0,89) (Campbell y Lafever, 1978; Camargo,
1984) que en el caso de ensayos en campo (0,49-0,72) (Nodari y col., 1982). Debe
tenerse en cuenta que en este tipo de test se pueden controlar en mayor medida las
condiciones de los experimentos, homogeneizando de este modo los resultados
obtenidos.
Está ampliamente demostrado que el efecto principal del aluminio se ejerce en la
raiz, desde los estadios más tempranos de desarrollo de la planta (Delhaize y Ryan,
1995). Nuestras observaciones indican que es específicamente a este nivel donde
aparecen los daños en las plantas, diferenciando los genotipos tolerantes de los sensibles.
El centeno, junto con la avena, han sido descritos como las gramíneas con mayor
grado de tolerancia, en contraposición a otras especies como el trigo y la cebada, mucho
más sensibles (Aniol, 1990). Los trigos más tolerantes, como es el caso de la variedad
“Atlas 66”, no resisten concentraciones de aluminio superiores a 25 jiM, mientras que
los centenos toleran, por lo general, concentraciones de hasta 150 pM. Nuestros datos
en las diferentes poblaciones de centeno han coincidido con los previamente obtenidos en
otros trabajos, donde se observaron niveles de tolerancia a concentraciones muy
similares a las empleadas por nosotros. En un estudio sobre tolerancia al aluminio en
centeno, Aniol y col. (1980) clasifican una serie de líneas consanguíneas analizadas en
cuatro grupos: 1) sensibles a 30 ppm de aluminio, II) sensibles a 50 ppm, III) sensibles a
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70 ppm y IV) tolerantes a 70 ppm, presentando todas las líneas del grupo 1 y buena parte
de las del grupo II una inhibición irreversible del crecimiento de la raíz tras los
tratamientos. Dentro de esta clasificación podrían incluirse las poblaciones que hemos
analizado. Así, línea consanguínea Pool y los cultivares J?NK y Ailés se hallarían en el
grupo IV (altamente tolerantes), mientras que la línea consanguínea Riodeva estaría
encuadrada en el grupo III (medianamente tolerante). El hecho de que Ailés y Riodeva
tuvieran un comportamiento claramente diferenciable y que además no sufrieran daños
irreversibles tras los tratamientos los convierten en un material idóneo para la realización
de cruzamientos donde analizar la genética de este proceso.
Todas las descendencias Fi analizadas, procedentes de cruzamientos entre
plantas de Riodeva y Ailés, presentaban tolerancia al aluminio, indicando que esta
tolerancia es dominante respecto de la sensibilidad. El hecho de que las medias de
crecimiento de la raíz en las Fi frieran ligeramente superiores a las observadas en el
cultivar Ailés (1,94 cm en las Fi frente a 1,46 cm en Ailés) podría deberse a que la
realización de los cruzamientos se llevó a cabo seleccionando las plantas de Ailés con
mayor crecimiento de la raíz tras los tratamientos.
En el caso de los retrocruzamientos, realizados a partir de las Fi, se pudieron
observar segregaciones para la tolerancia del tipo 1:1 y 3:1, mientras que en las F2 las
segregaciones observadas eran del tipo 3:1 y 15:1. Estos datos indican que en estos
cruzamientos se encontraban segregando al menos dos genes independientes de
tolerancia al aluminio, con dominancia completa. Cabe destacar que el retrocruzamiento
y la F2 en los que segregaban simultaneamente dos genes de tolerancia al aluminio
(segregaciones 3:1 y 15:1, respectivamente) procedían de la misma Fi (Figura 13, pág
56), siendo sus medias de crecimiento superiores a las observadas en el resto de
descendencias, donde hay un único gen segregando (Figura 12, pág 54). Estos resultados
indican la existencia de un efecto aditivo para la tolerancia al aluminio en centeno. A
mayor número de genes que confieren tolerancia al aluminio mayor crecimiento adicional
de la raíz.
La segregación 9:7, observada en el retrocruzamiento AR1.7xR, podría deberse a
la existencia de algún gen supresor de la expresión de la tolerancia al aluminio en
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centeno, similar al caso del gen localizado en el brazo <SBS de trigo (Aniol, 1990). Sin
embargo, esta segregación podría explicarse simplemente por una ligera desviación
estadística de una 1:1.
El análisis de las segregaciones para la tolerancia al aluminio en las descendencias
de los diferentes cruzamientos entre Ailés y Riodeva confirma la existencia de vanos
genes de tolerancia, al menos dos, en centeno. En la literatura se citan tres genes de
tolerancia (Alt], Alt2 y Alt3), localizados, por análisis en las lineas de adición trigo
“Chinese Spring” y centeno “Imperial”, en los cromosomas <SRS, 3]? y 41?,
respectivamente (Aniol y Gustafson, 1984). En un trabajo reciente de Aniol y Madej
(1996) se analiza la tolerancia al aluminio en una serie de líneas consanguíneas de
centeno, generadas a partir de dos grupos de líneas hermanas, uno tolerante y otro
sensible al aluminio. Sus resultados muestran que, entre las sublíneas procedentes de la
linea tolerante, un 75% son tolerantes, mientras que todas las procedentes de la línea
sensible son sensibles. La existencia de variabilidad en las sublíneas podría significar que
los grupos de líneas hermanas no son tan homogéneos como se podría pensar, existiendo
genotipos heterocigótos para la tolerancia. Además, en el análisis de una serie de
cruzamientos Fi entre sublíneas tolerantes y sensibles encuentran algunas descendencias
con dominancia incompleta, apareciendo un 25% o un 50% de plantas sensibles, lo que
significaría realmente que se estan observando segregaciones en estas descendencias de
los tipos 1:1 y 3:1. Todos estos datos podrían apoyar los resultados obtenidos por
nosotros, en el sentido de la existencia de al menos dos genes de tolerancia al aluminio
en centeno.
Se ha postulado en numerosas ocasiones que si en trigo se han hallado varios
genes de tolerancia, en centeno, por ser más tolerante, deben existir aún más genes,
controlando otros mecanismos adicionales de tolerancia (Aniol y col., 1980; Aniol,
1990). Nuestros resultados indican que el cultivar Ailés difiere en, al menos, dos genes
de tolerancia con Riodeva. Por otro lado, la línea consanguínea Riodeva debe poseer uno
o más genes adicionales de tolerancia al aluminio, pues presenta también un grado
considerable de tolerancia (a una concentración importante de Al, como es 100 pM, su
media de crecimiento es aún de 0,6 cm). Parece por lo tanto muy probable que en
centeno existan más genes relacionados con la tolerancia al aluminio. Esta suposición no
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es muy descabellada si se piensa en el elevado número de rutas metabólicas que puede
afectar un estrés de tipo abiótico, como es el caso del aluminio.
En este trabajo se han podido localizar dos genes asociados con la tolerancia,
mediante el empleo de marcadores isoenzimáticos y moleculares, en los cromosomas 4]?
y <SRS. Si bien, como hemos dicho previamente, deben haber varios genes involucrados
en los procesos de tolerancia, las diferencias en comportamiento entre Ailés y Riodeva
indican que estos dos loci deben tener una participación destacada en los mismos.
Se ha hecho referencia a la posibilidad de transferir los genes de tolerancia del
centeno al trigo, o al menos de sustituir las zonas de suelos ácidos cultivadas con
centenos por triticales, obtenidos a partir de variedades tolerantes (Aniol y Gustafson,
1984). También, se ha demostrado que este proceso no sería tan fácil ya que la expresión
de la tolerancia del centeno esta altamente influenciada por el fondo genético del trigo,
siendo ésta practicamente nula en variedades con trigos sensibles y elevada en presencia
de trigos más tolerantes (Aniol, 1986). En los análisis poblacionales que hemos realizado
se puede comprobar que, pese al comportamiento muy tolerante predominante, aparecen
individuos dentro de las poblaciones con sensibilidad al aluminio. Este hecho podría
producir que en el proceso de selección para el desarrollo de triticales, sin presión
selectiva para el aluminio, se acaben por obtener triticales con centenos sensibles. A
estos factores que podrían influir en la mejora de los triticales habría que añadir el efecto
aditivo, relatado anteriormente, sobre la tolerancia al aluminio en centeno, no siendo
igual el empleo de un centeno con una sola dosis de un gen de tolerancia que el de otro
con varias dosis de varios genes. Por ello, la obtención de marcadores ligados a estos
genes de tolerancia al aluminio en centeno, como los presentados en este trabajo, jugaría
un importante papel en los procesos de mejora de los triticales, colaborando en la
selección de plantas con un elevado número de alelos “favorables” (por ejemplo, en
segregaciones 15:1 en F2) y su mantenimiento a lo largo del tiempo.
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2 Metodologías para la obtención de marcadores en regiones
cromosómicas específicas
En este trabajo se han buscado marcadores RAPD ligados a los genes de
tolerancia al aluminio mediante el análisis de bloques segregantes y la localización
cromosómica en líneas de adición, para posteriormente transformarlos en SCAR. A
continuación, discutiremos la eficacia de estos procedimientos.
2.1 Utilidad de los RAPDs como marcadores genéticos
La utilidad de los RAPDs como marcadores moleculares ha sido puesta en duda,
debido principalmente a su sensibilidad a diversos factores que influyen en las reacciones
de PCR. Los productos de amplificación son muy dependientes de la calidad y
concentración del ADN molde, de la polimerasa y del resto de productos incluidos en la
mezcla de reacción (especialmente el Mg»). Además, las temperaturas y tiempos de cada
uno de los segmentos del programa empleado para amplificar, así como el número de
ciclos y el tipo de termociclador utilizado son también elementos que influyen
notablemente en los perfiles de amplificación obtenidos (Penner y col., 1993; Schierwater
y Ender, 1993; Wolff y col, 1993). En repetidas ocasiones, se ha demostrado que se
puede conseguir un alto grado de repetibilidad, si se establece un riguroso protocolo de
actuación (revisión en Smith y Williams, 1994). En este trabajo se muestra que los
RAPDs, en unión con otras metodologías, como el análisis de bloques segregantes y los
SCAR, son unas herramientas de indudable utilidad para la obtención de marcadores
fiables y de interés para la mejora en plantas.
2.2 Análisis de bloques segregantes
El análisis de bloques segregantes (BSA) es un procedimiento rápido y eficaz
para la localización de loci en regiones determinadas del genoma. En este trabajo ha sido
posible hallar marcadores ligados a dos genes de tolerancia al aluminio, situados en dos
regiones diferentes, empleando 120 cebadores. Así, se han estudiado aproximadamente
450 fragmentos de PCR, con notable ahorro de tiempo y dinero, en comparación con los
análisis de ligamiento tradicionales.
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Michelmore y col. (1991) determinaron que la ventana en la que se pueden
localizar marcadores de RAPDs en 15 cM, mientras que nosotros hemos encontrado
marcadores a distancias de hasta 26,4 cM (Alt]-OpBO36ss). Parece bastante razonable
pensar que la sensibilidad de detección está directamente relacionada con la “capacidad”
de amplificación de cada uno de los fragmentos y con el número de individuos que
contengan cada bloque, como se observa en el experimento realizado con los cebadores
OpRO7 y
0p504 (Figura 16, pág 60).
En nuestro caso, realizamos los bloques de plantas a partir de descendencias F2,
en fUnción de su tolerancia o sensibilidad al aluminio. La tolerancia era dominante sobre
la sensibilidad, y por lo tanto en el bloque de plantas tolerantes había tanto homocigótos
(TT) como heterocigotos (Tt). Esta es la causa por la cual solamente podíamos
encontrar marcadores ligados en acoplamiento con la tolerancia. Un ejemplo de esta
situación se muestra en la figura la (pág. 23). De este modo, estabamos perdiendo
aproximadamente la mitad de marcadores. Esta situación no se producía cuando los
bloques se realizaban en fUnción del marcador codominante Lap]. Otra opción hubiera
sido la realización de los bloques en fUnción de los datos de las F3, para de esta forma
diferenciar los genotipos homocigotos tolerantes de los heterocigotos tolerante-sensible.
Pensamos que era más eficaz emplear un número de cebadores mayor y no tener que
esperar una nueva generación, donde sería necesario realizar los test de tolerancia al
aluminio en unas 1000 plantas por cruzamiento. El número de marcadores que se han
podido conseguir no es menor que los obtenidos en otros trabajos de similares
características, como en los trabajos de Michelmore y col. (1991) (100 cebadores
analizados y 3 fragmentos ligados al gen Dm518), de Schachermayr y col. (1994) (495
cebadores analizados y 3 loci ligados al gen Lr9) o de Woeste y col. (1996) (400
cebadores analizados y 2 ftagmentos ligados al gen de hipersensibilidad a CLRV).
Para localizar los marcadores ligados en repulsión con el locus de tolerancia al
aluminio realizamos bloques en fUnción de otro locus situado en la zona de interés, como
era el caso de LapJ (Figura ib, pág 23). De esta forma, se pudo obtener, en otra
descendencia, el fragmento OpB]5
790, ligado al bloque de plantas con genotipo 11 para
Lap], y con posterioridad transferirlo directamente a la descendencia donde segregaba la
tolerancia al aluminio, comprobando que se encontraba ligado en repulsión con el locus
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Alt]. Estos resultados demuestran que esta puede ser una estrategia alternativa al análisis
de bloques en F3.
2.3 Localización cromosónúca de fragmentos amplificados por RAPDs en líneas de
adición
Los trabajos de localización cromosómica de fragmentos de RAPDs en líneas de
adición tenían como objetivo inicial la obtención de marcadores en el cromosoma <SR de
centeno, para poder incrementar el número de loci ligados al gen de tolerancia al
aluminio localizado en este cromosoma por el análisis de isoenzimas. Logicamente, se
localizaron fragmentos en todos los cromosomas del complemento haploide de centeno.
De esta forma, estabamos produciendo un banco de marcadores moleculares de utilidad,
tanto en los estudios sobre tolerancia al aluminio como para otra serie de trabajos.
En el análisis llevado a cabo para localizar R.APDs han sido empleados 60
oligonucleótidos decámeros, de los cuales aproximadamente un 35% han generado
segmentos de ADN que han podido ser localizados en cromosomas específicos de
centeno. De este modo se han encontrado marcadores en los 7 cromosomas de centeno.
La confirmación de seis de las localizaciones pudo realizarse mediante ensayos
de dot-blot. Sin embargo, con esta metodología no fUe posible obtener nuevas
localizaciones. La amplificación de un elevado porcentaje de fragmentos que contienen
secuencias altamente repetidas (Williams, 1990), repartidas por todos los cromosomas,
parece ser la causa más probable que impide su localización, pues estas secuencias deben
ser las que producen hibridación cruzada con el ADN de trigo o con el resto de líneas de
adicion.
En centeno han sido amplificados 137 fragmentos de los cuales 46 (33%)
solaparon con bandas de trigo. De los 91 restantes, 21 (15%) pudieron localizarse en
alguna de las líneas de adición trigo-centeno y 70(51%) no se observaron en ninguna.
El hecho de que exista un alto porcentaje de fragmentos específicos de centeno
que no aparecen en ninguna de las líneas de adición puede deberse a que estos
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fragmentos sean productos de amplificación de secuencias repetidas en centeno pero no
en un número suficientemente alto en cada cromosoma como para ser visualizados en el
gel de amplificación, en este caso, estos fragmentos son visualizados como producto de
amplificación del anfiploide trigo-centeno. Otra explicación posible podría ser la
existencia de competencia de las secuencias diana de trigo y centeno por los cebadores,
en cuyo caso estos fragmentos tampoco se observan como producto de amplificación del
anfiploide.
En este trabajo no ha sido posible localizar ningún fragmento en el brazo
cromosómico <SRS, con lo cual no se consiguieron, mediante este sistema, fragmentos
estrechamente ligados al locus Alt]. Sin embargo, no deja de ser una técnica eficaz en la
obtención de marcadores moleculares, dado que el número de oligonucícótidos que
pueden ser empleados en la amplificación es practicamente ilimitado.
Sin embargo, el fragmento OpA084)5, situado en <SRL, ha podido incorporarse en
el mapa del cromosoma <SR. Este hecho demuestra la utilidad de la localización de
marcadores de PCR, mediante amplificación por RAPDs en líneas de adición y posterior
transformación en SCAR.
En la actualidad, se estan obteniendo marcadores SCAR a partir del resto de
fragmentos localizados en los cromosomas 4]? (OpAO5s~s y OpF]4370) y <SR (OpA02304,
OpA13230, OpB]5365 y OpF052sz), para intentar de este modo incrementar el número de
marcadores ligados a los genes de tolerancia al aluminio localizados en estos
cromosomas.
2.4 Obtención de SCAR
El desarrollo de marcadores SCAR es una herramienta adicional que aporta una
serie de ventajas sobre los RAPDs. El empleo de RAPDs nos ha posibilitado la obtención
de una serie de marcadores ligados a los loci de tolerancia al aluminio, pero su gran
sensibilidad a las condiciones de la PCR, la amplificación de varios fragmentos con cada
oligonucleótido y su naturaleza dominante restringen en gran medida su uso posterior.
En muchos casos, el principal problema de los marcadores RAPDs reside en la gran
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dificultad para su transferencia entre variedades, e incluso para su empleo en laboratorios
distintos de donde originariamente se consiguieron. Debido a la mayor longitud de los
cebadores de SCAR, y por consiguiente, la mayor temperatura empleada en la PCR,
hemos conseguido, en todos los casos, la amplificación específica de los fragmentos de
interés. Así, se facilita enormemente la transferencia de estos marcadores a otras
descendencias y poblaciones, permitiendo su empleo en aplicaciones como la mejora
asistida por marcadores o la captura de genes.
El polimorfismo observado en los RAPDs (presencia-ausencia) puede ser
causado por diferencias en la secuencia en las zonas de unión de los cebadores o por
reordenaciones estructurales en la zona amplificada. Paran y Michelmore (1993)
encontraron, además de diferencias en las zonas de unión, reordenaciones que afectaban
al segmento amplificado, ya que al analizar un total de nueve SCAR diferentes,
observaron que en tres de los casos no era posible la amplificación en uno de los
parentales. En nuestro caso, todas las amplificaciones empleando las parejas de
cebadores largos han permitido, al disminuir la temperatura, la amplificación de los
fragmentos en los dos parentales. Por lo tanto, parece claro que en la mayor parte de las
ocasiones el polimorfismo observado en los RAPDs se produce por diferencias en las
zonas de unión de los oligonucleótidos.
En todos los fragmentos en los que se detectó variabilidad mediante RAPDs se
pudo mantener esta variabilidad en las amplificaciones específicas, excepto para el locus
OpS]470s. Esta efectividad en el mantenimiento de la variabilidad observada en las
amplificaciones por RAPDs puede deberse, en gran medida, a que para el diseño de los
cebadores específicos decidimos mantener las diez bases del cebador deRAPD, pues esta
era la “diana” frente de polimorfismo. Otro dato a tener en cuenta es que, pese a
mantener estas secuencias, al aumentar el tamaño del oligonucleótido hasta 21 pb, estas
se ven desplazadas hacia el extremo 3’, zona en la que las ADN polimerasas tienen una
mayor permisividad para la existencia de bases no apareadas (“mismatches”) entre las
secuencias del cebador y la hebra molde, pudiendo por tanto amplificarse los fragmentos
en los dos parentales. En este punto jugó también un destacado papel la ADN polimerasa
empleada en estos experimentos (Fragmento Stoffel, Perkin Elmer), pues una de sus
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características es la gran especificidad en su amplificación, no aceptando practicamente
“mismatches” en ningún punto de las dianas de los cebadores.
La realización de digestiones de las amplificaciones permite, por un lado, incluir
nuevos marcadores, y por otro, convertir los marcadores dominantes en codominantes.
En este trabajo se han incluido dos loci por este procedimiento (OpA 08475 y OPS]47o5).
Unicamente para el fragmento OpB]6n
45 no se pudo encontrar variabilidad. En
situaciones como esta, en las que el fragmento se amplifica en los dos parentales, se
pueden probar varios métodos para identificar polimorfismo: 1) Buscar diferencias en
una base mediante electroforesis en gradiente de desnaturalización 2) Secuenciar ambos
parentales para hallar estas diferencias que pueden posteriormente ser identificadas con
un enzima de restricción o mediante el diseño de cebadores específicos de alelos y 3) El
polimorfismo se puede buscar en otras líneas con mayor divergencia genética. Como
puede observarse, una vez que se han obtenido marcadores RAPDs son muchos los
caminos que se pueden seguir para que estos tengan una aplicación útil en el campo de la
mejora en plantas.
3 Localización del gen de tolerancia Altl y construcción de un mapa en
el cromosoma 6R
Con los marcadores que se comportaron como ligados al gen de tolerancia al
aluminio localizado en el cromosoma <SR se construyó un mapa en dicho cromosoma
(Figura 30, pág. 79). Los resultados de los análisis de ligamiento (Tabla 19, pág. 78)
coinciden con los datos de localización cromosómica. Los loci isoenzimáticos Got3 y
Pgm], que se comportaron como independientes, se encuentran localizados en los brazos
cromosómicos 3RL y 4RS, respectivamente, mientras que aquellos que se comportaron
como ligados (Aco], Ndh2, Est6 y Est8) se localizan en el brazo cromosómico <SRL
(Tabla 10, pág. 57). En el caso de los marcadores SCAR también coincidieron los datos
de localización con los de ligamiento, ya que todos los loci que aparecieron como ligados
fUeron localizados, bien en el brazo <SRS (OpB]5790 y OpROhoo), o bien en el brazo 6RL
(OpA08415). Unicamente en el caso del locus OpBO36ss no se consiguió su localización
con líneas de adición (Tabla 18, pág. 77), aunque los análisis de ligamiento indican que
se encuentra en el brazo <SRL, entreAco] y OpA08415.
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En el cromosoma <SR de centeno se han localizado una apreciable cantidad de
marcadores genéticos. Hasta el momento, existen varios trabajos con datos de ligamiento
en este cromosoma (Benito y col., 1991; Wehling, 1991; Wricke, 1991; Philipp y col.,
1994; Loarce y col., 1996).
Las distancias genéticas obtenidas en este trabajo son muy semejantes a las
descritas en trabajos previos (tabla 20).
Loci Distancia Referencias
<cM)
Aco]-Ndh2 16,8
16±3,8 Wehling, 1991.
16 Philipp y col., 1994.
Aco]-Est6 42,4
30,4+4,1 Benito y col., 1991.
Aco]-Est8 42,5
29,6±4,1 Benito y col., 1991.
33±3,7 Wehling, 1991.
Ndh2-Est<S 26,1
Ndh2-Est8 26,7
22+1,6 Wehling, 1991.
22+1,6 Wricke, 1991.
22 Philipp y col., 1994.
Est6-Est8 0,7
0,5+0,5 Benito y col., 1991.
Lap]-Aca] 33,66±3,7 Benito y col., 1991.
41,46+5,6 Benito y col., 1996.
Tabla 20.- Relaciones de ligamiento obtenidas entre los loci isoenzimáticos localizados en el
cromosoma 61?. En primer lugar aparecen los resultados de este trabajo.
En este trabajo no ha sido posible estimar la distancia genética existente entre el
locus de tolerancia Alt] y el locus isoenzimático Lapí, debido a que no se encontraban
segregando conjuntamente en ninguno de los cruzamientos analizados. Existen una serie
de datos, como son: la localización de Lap] en el brazo <SRS (Tang y Han, 1975), las
distancias genéticas obtenidas previamente entre Lap] y Aco] (tabla 20) y el hecho de
que hemos obtenido un marcador SCAR estrechamente ligado a Lap] y a Alt]
(OpB]579o), que indican que [apI debe estar estrechamente ligado aAlt].
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Como dijimos previamente, Aniol y Gustafson (1984) localizaron un gen mayor
de tolerancia al aluminio (AIt]) en el brazo cromosómico <SRS del cultivar de centeno
Imperial. Parece bastante probable que el locus de tolerancia que nosotros hemos
localizado en el mismo brazo cromosómico del cultivar Ailés se trate del mismo gen. Los
marcadores moleculares que hemos detectado más proximos a este locus, mediante el
análisis con el programa MAPMAKERIEXP 3.0, son OpROLsoo y QpB]5790, hallándose a
una distancia de 2,1 y 5,5 cM, respectivamente. Si bien estas distancias suponen una
proximidad importante al gen, es necesario conseguir una aproximación aún mayor, silo
que se desea es su captura. Para ello, es necesario, por un lado, aumentar el número de
marcadores a analizar , y sobre todo, incrementar el número de individuos incluidos en
los análisis.
Para incluir nuevos marcadores en esta región se utilizarán los fragmentos de
RAPDs localizados en <SR en este trabajo (OpA02304, OpA]3230, OpB]5365 y OpFOS2s7),
junto con nuevos fragmentos localizados y sondas de RFLPs localizadas en este
cromosoma en centeno y especies afines. Para incrementar el número de individuos en
los análisis, los loci OpRO]~oo y OpB]5,,o jugarían un papel vital, pues podrían ser
empleados para identificar las diferentes descendencias en las que se encuentra
segregando dicho gen, y no otro, para así poder agruparlas.
4 Localización del gen de tolerancia Alt? en el cromosoma 4R
En el caso del gen de tolerancia localizado en el cromosoma 4R el número de
marcadores obtenidos ha sido muy inferior. No se ha encontrado ninguna isoenzima
ligada al locus de tolerancia, debido a que en la descendencia del cruzamiento en el que
segregaba este gen no segregaba, en cambio, ningún locus isoenzimático localizado en el
cromosoma 4]?. El único fragmento de PCR ligado (OpS]47os) se halla a una distancia de
23,5 cM. Si bien este SCAR esta más alejado que los del cromosoma <SR, podría
emplearse también como punto de partida en el análisis y agrupamiento de descendencias
en las que segregue este gen de tolerancia. Este fragmento esta localizado en el brazo
4RL, pero pese a esto no es posible asegurar que el locus de tolerancia se halle también
en este brazo cromosomico.
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Los análisis de los fragmentos amplificados con las parejas de cebadores
diseñadas a partir de las secuencias wali de trigo ~wali], wal¡2 y waliS) han posibilitado
la localización de un fragmento con elevada homología con el clon wali 2 de trigo en los
cromosomas 4]? y 7R. Cabe destacar que el clon wali2 es el único que presenta un patrón
de expresión diferencial entre genotipos tolerantes y sensibles. Si bien no ha sido posible
ligar este fragmento con el gen de tolerancia locali~ado en el cromosoma 4R, no se
puede descartar que tenga alguna relación con él. Realmente, los fragmentos
amplificados son dos, de igual tamaño, ya que se localizan en dos cromosomas diferentes
de centeno. Por ello, habría que conseguir la secuenciación de cada uno de estos dos
fragmentos y poder diferenciarlos mediante el diseño de cebadores adecuados.
Además del trabajo de Aniol y Gustafson (1984), en el que localizan un gen de
tolerancia (AlO) en el cromosoma 4]? de centeno, existen otros trabajos que han descrito
la existencia de genes de tolerancia al aluminio en el grupo de homeologia 4 de otras
especies de cereales. Hay genes localizados en el cromosoma 4H de cebada (Stolen y
Anderson, 1978; Reid, 1970) y recientemente, se ha localizado un gen de tolerancia al
aluminio, mediante ligamiento con RFLPs, en el brazo 4DL de trigo (Riede y Anderson,
1996), que coincidiría con la localización en el brazo 4RL del locus que hemos hallado en
el cultivar Ailés, aunque es necesario tener en consideración las diferentes
translocaciones que afectan al cromosoma 4R de centeno. Estos datos parecen indicar la
existencia de un mecanismo de tolerancia común a todos los cereales, localizado en el
grupo de homeología 4.
Como dijimos con anterioridad, en el cromosoma 4]? hemos localizado, por
amplificación en líneas de adición, los fragmentos OpA05385 (en 4K» y OpF]4370 (en
4RL). Estos marcadores, transformados en SCAR, junto con una serie de marcadores
RFLPs localizados en este cromosoma, procedentes de centeno y espécies afines, seran
empleados ,como en el caso del locus Alt], para la obtención de marcadores más
proximos al locus Alt3.
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5 Futuras aplicaciones
Para un mejorador que trata de desarrollar nuevos cultivares, el tipo de herencia
es de indudable interés. La selección de caracteres determinados por unos pocos genes
dominantes es mucho más fácil que seleccionar para caracteres determinados por muchos
genes con poco efecto. La genética de la tolerancia al aluminio en trigos, triticales y
centeno es un caso típico con unos pocos genes mayores y bastantes genes menores. En
este caso es ventajoso seleccionar para homocigósis los genes mayores y posteriormente
los menores. Este procedimiento únicamente puede llevarse a cabo si estos genes
mayores son claramenete identificados y se obtienen marcadores genéticos para su
selección.
Disponemos de descendencias F2 en las que segregan dos genes que confieren
tolerancia al aluminio en centeno y en las que se pueden seleccionar, mediante el empleo
de los marcadores obtenidos, plantas homocigótas para ambos loci. Estas plantas podrán
emplearse en la obtención de triticales más tolerantes.
Además, la obtención de nuevos marcadores, más proximos a estos genes,
deberan posibilitar su captura y el conocimiento de la relación entre los mecanismos
fisiológicos de la tolerancia al aluminio y dichos genes.
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Conclusiones
1. En base al crecimiento adicional de la raíz tras los tratamientos con aluminio, las
variedades estudiadas pudieron clasificarse en tres grupos. El cultivar Ailés era el más
tolerante, la línea consanguínea Riodeva era la más sensible, mientras que el cultivarJNK y
la línea consanguínea Pool mostraron una tolerancia intermedia. Las raíces de las plantas
sensibles al aluminio presentaron una serie de diferencias morfológicas, claramente
apreciables.
2. Los analisis realizados en descendencias Fi, F2 y retrocruzamientos indican que en
estos cruzamientos se encuentran segregando al menos dos genes de tolerancia al
aluminio, con dominancia completa y efecto aditivo.
3. Se han localizado marcadores en los 7 cromosomas del complemento haploide de
centeno, mediante amplificación por RAPDs en las líneas de adición trigo “Chinese
Spring-centeno “Imperial”. Los 21 fragmentos localizados fUeron a su vez asignados a
un brazo eromosómico determinado empleando las lineas ditelosómicas correspondientes.
El fragmento OpA084>5, situado en <SRL, ha podido incorporarse en un mapa del
cromosoma <SR, comportandose como ligado a la tolerancia al aluminio. Este hecho
demuestra la utilidad de la localización de marcadores de PCR, mediante
amplificación por RAPDs y posterior transformación en SCAR. Además, se han
localizado otra serie de fragmentos en los cromosomas 4]? (OpA05385 y OpF]4370) y
<SR (OpA02304, OpA]3~0, OpB]5365 y OpFO52s7), que llevan información para la
tolerancia.
4. En el caso de las amplificaciones con las parejas de cebadores procedentes de los genes
walt de trigo, inducibles por aluminio, se pudo localizar un fragmento de 985 pb en los
cromosomas 4]? y 7]? de centeno, que presenta una elevada homología con el clon de
trigo wali2.
5. Mediante análisis de bloques segregantes, ha sido posible hallar RAPDs ligados a dos
genes de tolerancia al aluminio, situados en dos cromosomas diferentes. Los
marcadores OpBO3óss, OpB]S7=oy OpRO]óoo estan ligados al gen de tolerancia Alt],
localizado en el cromosoma 6]?, y el marcador OpS]
4zos al gen Alt3, localizado en el
cromosoma 4]?.
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6. La secuenciación de los extremos de varios de los fragmentos amplificados por RAPDs
(OpA08418, OpBO36ss, OpB]5790, OpB]6¡us, OpROLsoo y OPS]47o5) y el diseño de
cebadores largos, a partir de estas secuencias, ha permitido la amplificación específica de
estos fragmentos de ADN (SCAR). Los marcadores SCAR obtenidos se comportan como
ligados a los caractéres de interés y su localización cromosómica se ha confirmado
mediante la amplificación en líneas de adición trigo-centeno.
7. Con los marcadores isoenzimáticos y de PCR, localizados en el cromosoma <SR se
construyó un mapa genético en dicho cromosoma. El orden más probable de los loci
analizados es el siguiente:
OpRO1
600-Alt]-OpB]5790-centrómero-Aco]-OpBO36ss-OpA 084¡8-Ndh2-Est6-Est8.
El locus Lap] no ha podido incluirse en este mapa, pero debe estar estrechamente
ligado al locus Alt], en el brazo corto (6RS).
8. Los marcadores más próximos al gen de tolerancia al aluminioAlt] fUeron Op]?0 lóvo y
OpB]5790, hallándose a una distancia de 2,1 y 5,5 cM, respectivamente. Estos
fragmentos fUeron localizados en el brazo cromosómico 6RS, confirmando la
localización de Alt] en este brazo. Parece bastante probable que este gen de tolerancia
sea el mismo que el previamente localizado mediante el análisis de líneas de adición
por Aniol y Gustafson (1984).
9. En el brazo cromosómico 4RL se ha podido localizar el fragmento de PCR OpS]
4zos que
se comporta como ligado al gen de tolerancia al aluminio Alt3, a una distancia de 23,5
cM. Como en el caso anterior, parece probable que este gen de tolerancia sea el mismo
que otro previamente localizado en este cromosoma, mediante el análisis de lineas de
adición, por Aniol y Gustafson (1984).
lOExisten una serie de trabajos que han descrito la existencia de genes de tolerancia al
aluminio en el grupo de homeología 4 de diferentes especies de cereales. Nuestros
datos podrían apoyar la hipótesis de la existencia de un mecanismo de tolerancia
común a todos los cereales, localizado en el grupo de homeología 4.
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Apéndice 1
Secuencias obtenidas de los fragmentos de ADN de centeno que mostraron alguna
señal de hibridación con las sondas wali de trigo (rail) y de los RAPDs, a partir de los cuales
se diseñaron cebadckes largos para la obtención de marcadores SCAR (en negrita se
muestran los cebadores empleados en las amplificaciones):
ralil.1 (768pb)
~
~
~
AGGGATGAGAGCGGGCTACACAGcCAAGTACTATTCCCAATATTTGCTC~CTTTTTATG~~GCCTTGGT
~
~
ACATCAAGTTCTCTCGTTTTGCCCGAACTTGGTCTCGGTGAGAT~CTATACTG~CCGG~CA~GGG
AGGGCTGGGAGGCCCGAGGAGTACATGGCCAACACACACGTG~TG~CGCATTCTG~CTTCTCATAT
~
CACTCCAATCGCATGATCAGTTGACTAGTAGAGCTATACC~TGGAGGC~T~GCGC~CCATCAGCC
GGCTGTGTGAGATGGTCCACGACCACGGCGGC~CCTG
ralil.2 (375 pb)
CAGGTCGCCSCCGTGSTCGnGGCCGGTCCGCTCGGTCCGGCCC~GCTTG~CGCCGCCGGTCCGGTCCCTG
AAATCACACAGTATGTTCTGTTTGGGTTCTGAAACGTTCATCAAcGAGTTTCGCTCTCCGCCTCCG~GCGTT
~
~
CTCTCCTTCACCTACATGTTAGCCACCTTCAGATCGAC~T~CTCTCTGCCC~CTGTTGTT~CTTAGAJ½C
ACGACCACGGCGGCQACCTG
OpAO84ls (415 pb)
GTGACGTAGGQTGCGTATGCATTcATGACTTGAAGACTACTTAGAG~GGGTT~C~TATAGCC~CC
CAATGGCTATAATATATTGACAGGCCGTCTATAGCAAGGTGTAGTACAT~C~TGGT~TTTATTGCA
TTCAGTGCTATTAATTAGCACATAGTATT~TTTCATGTAT~TAGTWCA.TCACGTTCTCTCGTTTCC
~
TCATTCACTCTCACATATCTTCTTGGAGCTCGTGCTACAGCTGGCTGT~TCTACATCACGCTTACTTC
TCTCTTATCTGACTGAGGCAAGATATAGTAATATTTT~GCCTTACAGCCTQCCTACGT~C
OpBO36ss F
CATCCCCCTQGAGAATAGGAcAGAGGCTTTCGGAAAGGTGCTAGGGAAcTGGATTGGTI~AGcAGTATGG
GTGGATCTGGAAAAACATGGATCATTAAAAG~GTT~TTTAGGGTTTG~AAGCTGT~ATTTTTGG
CCTCTTGCTGAGGGGGTTCAATTTGAAGGAGACAGAAGATC~TCCC~G~TATGTA
120
Apéndice 1
OpBO3óssR
CATCCCCCTGGCAQTTCCTCQTTTCCTTGCCCTTTGCCACAGCCGACCAGTGCCGCTGCTTATTCGGGCT
ATTTACCTCCTCTTCAAACCCTCCTTAAAG
OpB1579oF
GGAGGGTGTTGTCQTGAAGCTTAGGTGTGCTAGGGCGTAGCGTGGGGTTGATCTAAACATCCCCGTGTTA
TCCTTCGGTAGCCTAGTTTCCAACGTGAT
OpB1S79oR
GGAGSGTGTTCAGACTAAAAGAACAGTGGGCAAAGGCGACTCTTGAAGTCTGCAGGGGACGG~~GG
AGACCATCTGTGCATATTCGGATTAT
OpRí61>45F
TTTSCCCGGACAACAQATGAGTCGCCCGCGGCATTGTAAGCCGGCACGTACGGGCGAGTT~TCGCAGGC
GCGGACAGCTGAGTCGGCCACATATTGATGTAAGCGCACGAATGGGGGCAGTGACTTGCACGCGTATCCG
TCGGGCGGTTTATGAGAACGGGTGCGGCACCGGCGTGTTAATGTAGACCAGACCGCGGAAACGGTGGCGT
GCGCACGTCCATTGGCGAGGGAGTCGGCCGCGGTGTTGGAGACCACCCAT
OpBl6íusR
TTTGCCCGGAQCTGTATAAACCCTTCTCTTGCGTGTTGATCTGCCTCGTGTCTCTCGATCCCGACC~CC
CCTTCAAGCTACCATA
OpR01~ F
TQCQaGTCCTQTCACCCSGTAAATATCTGGCGCCGTTAGCAGTTGACACCTTCTTGTTGMkCcTTGGAGT
CTCAGGGGAATTCGATCCGTGGTATCTTTGCCAAGGGCTACCGCTACACTGCATCTCP.>~CCCTCC
ACTTGGGTAA
OpR01600 R
TQCGaGTCCTCCATAGTGAQTAGGAGGAGCGGAGTGGCAAGGATCCCACTCCCATCTTTAGT~CCGGGG
CTTGTTCACTACTTCTTCCTTGTCGGGATTAGCCTCGCACACGTTGGTAGCGGGACG~C~CTTCCAAC
GTGTGGTGGATAAT
OpSl
4~’os F
mssGGTccAACATCACCTTGGATGCTGGTCCAGGAACCATAATGGAAACCATCAACCA~TAG~C~
CTGAAAGGATCGATATGGTTGACTAGAGGGGGGGTGTCAGGGATAT~CTAC~GGTATWCCGGCTAG
TGTAACCGGCTTGTAATATTTAGTAAGGCTACGGCCATGA~TCTTAGGGCC~TGTATA~TTATG
GTTGTAA
121
Apéndice 1
OpSl47os R
AAAQSGGTCCTGACAATGTGGCGCCACTGTACGTGTATTAGCACGGCAGATGTCCGGTTTACGACTA~~T
CTGGAcCAcTGACGG
122
